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Riassunto 
Lo scopo della presente tesi è stato quello di verificare l’attività antiossidante 
di Oleuropeina e Resveratrolo, prodotti naturali, principali componenti 
dell’acqua di vegetazione dell’olio di oliva e della buccia dell’uva, 
rispettivamente, da soli o in miscela. L’attività antiossidante è stata 
determinata mediante analisi spettrofotometrica variando tempi di 
incubazione, mezzo di reazione e concentrazione di reattivo (DPPH). Tali 
sostanze, già note come potenti antiossidanti, sono state formulate in strutture 
nanomicellari a potenziale applicazione oculare. Le nanomicelle sono state 
preparate miscelando Vitamina E TPGS e Octoxynol 40 a concentrazioni al di 
sopra della CMC (concentrazione micellare critica), con l’ingrediente attivo 
(Oleuropeina e Resveratrolo). Il prodotto ottenuto è stato caratterizzato dal 
punto di vista dimensionale, di quantità di prodotto incapsulato e rilasciato. 
Inoltre le nanomicelle sono state nuovamente sottoposte ad analisi 
spettrofotometrica per determinare l’attività antiossidante allo scopo di 
verificare il mantenimento o potenziamento di tale proprietà. 
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1. ANATOMIA DELL’APPARATO VISIVO 
 
L'apparato visivo è formato da organi pari e simmetrici posti nella regione 
anteriore della testa e protetti dalle cavità orbitarie. 
È costituito da: 
- Bulbo oculare: un organo sferoidale situato nella cavità orbitaria 
- Vie ottiche: un insieme di fibre nervose che si dipartono dal bulbo 
oculare per raggiungere la corteccia cerebrale 
- Annessi oculari: delle strutture accessorie di varia natura e 
funzione disposte attorno al bulbo oculare. 
 
Figura1: Sezione del bulbo oculare 
 
 
 
 
 
1.1.Il Bulbo oculare 
la parete del globo oculare risulta costituita da tre membrane: 
- Una tonaca fibrosa, costituita per 1/6 della sua porzione anteriore dalla 
cornea, perfettamente trasparente, mentre nei restanti 5/6 è costituito dalla 
sclera opaca. 
- Una tonaca media vascolare (uvea), ampiamente vascolarizzata e 
pigmentata, formata da strutture che dall’esterno all’interno sono rappresentate 
dall’iride, dal corpo ciliare e dalla coroide. 
- La tonaca interna nervosa, costituita dalla retina e necessaria alla 
percezione visiva 
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1.1.1 Tonaca fibrosa 
Come precedentemente detto si distingue in due porzioni: 
- La sclera, una membrana compatta e molto resistente, poco elastica e 
biancastra, posteriormente ha il massimo spessore (1 mm), mentre 
anteriormente si assottigliata fino a pochi decimi di millimetro. Anteriormente 
è coperta dalla congiuntiva che si riflette su di essa dalle due palpebre. È 
attraversata dai vasi e dai nervi che vanno all’uvea e dai fasci del nervo ottico, 
indirizzati all’uvea. La sclera è formata da fasci di fibre di collagene che 
decorrono in varie direzioni parallelamente alla superficie oculare, vi sono 
anche fibre elastiche e pochi fibroblasti, i vasi sanguigni sono scarsi. 
- La cornea rappresenta la parte anteriore della tonaca fibrosa del bulbo 
oculare; si trova in rapporto di continuità e contiguità con la sclera, anche se 
presenta un raggio di curvatura inferiore, per cui appare leggermente 
sporgente in avanti. Essa è un essenziale nel sistema diottrico oculare grazie 
alle sue peculiari caratteristiche di trasparenza, avascolarità e per la sua 
conformazione che la rende una perfetta lente concavo-convessa. La superficie 
varia da circa 0,5 mm, nella zona centrale, a circa 0,7 mm nella porzione 
periferica. Anteriormente è ricoperta dalla congiuntiva proveniente dalla 
sclera, che però si modifica per diventare parte integrante della cornea stessa 
andando a costituire l’epitelio corneale. 
La cornea è formata da cinque strati( Fig.2) che, dall’esterno all’interno, sono: 
1. epitelio corneale: un epitelio pavimentoso stratificato formato da 
cinque-sette strati di cellule connesse tra loro da giunzioni strette (tight 
junctions); 
2. lamina elastica anteriore o membrana di Bowman: costituita da un 
intreccio di fibre di collagene disposte casualmente che si continua senza 
limiti netti con la sostanza propria; 
3. sostanza propria o stroma: costituisce il 90% dello spessore della cornea 
ed è formata dalla sovrapposizione di lamelle di fibre di collagene; le fibre di 
ogni strato hanno una direzione diversa da quella degli strati sottostanti e 
sovrastanti, i vari strati si scambiano fibre ed in questo modo le varie lamelle 
sono saldamente unite fra loro. La sostanza fondamentalmente presente tra le 
lamelle è costituita prevalentemente da mucopolisaccaridi o proteoglicani 
(condroitinsolfato e cheratansolfato) e fibroblasti di forma allungata; 
lamina elastica posteriore o membrana di Descement, una spessa membrana 
basale su cui poggia l’endotelio corneale, formato da cellule pavimentose 
unite fra loro da tight junctions incomplete. Gli spazi fra cellula e cellula 
permettono il libero scambio di liquidi fra lo stroma corneale e l’umor acqueo 
della camera anteriore; 
 7 
 
4. endotelio corneale: costituito da un singolo strato che delimita 
anteriormente la camera anteriore. 
Essendo la cornea un tessuto non vascolarizzato, i composti necessari per 
mantenerla vitale, quali ossigeno e glucosio, vengono forniti rispettivamente 
dal film lacrimale e dall’umor acqueo; essa infatti non contiene vasi, per cui il 
passaggio di sostanze nutritizie avviene, nella stessa parte periferica per 
diffusione dei vasi situati al suo margine (limbus corneale), nella sua parte 
centrale per diffusione dell’umor acqueo attraverso l’endotelio corneale. 
L’epitelio riceve ossigeno direttamente dall’atmosfera, inoltre il contributo 
delle lacrime per il nutrimento della cornea è trascurabile; infatti la loro 
funzione prevalente è quella di umidificare la superficie della cornea 
proteggendola dall’essiccamento. 
 
Figura 2: Struttura della cornea 
 
 
 
1.1.2. Tonaca media, vascolare (uvea) 
L’uvea è la tonaca pigmentata compresa tra la sclera e la retina. Essa ha una 
funzione nutritizia, viene infatti definita tonaca vascolare, ed una funzione di 
assorbimento della luce, in quanto elimina la diffrazione e rifrazione dei raggi 
luminosi, contribuendo in questo modo a rendere possibile la visione distinta. 
L’uvea è costituita da tre porzioni: la coroide, il corpo ciliare e l’iride. 
La coroide è una membrana sottile adesa allo strato interno della sclera, da cui 
è sparata da uno spazio virtuale, lo spazio pericoriodeo. 
Il corpo ciliare contiene il muscolo ciliare dell’accomodazione ed è collegato 
al cristallino da fibre. 
L’iride è in continuazione con il corpo ciliare; la sua faccia posteriore è 
rivestita dalla porzione non visiva della retina e contiene i muscoli dilatatori e 
costrittori della pupilla; contiene molto cellule pigmentate che determinano la 
colorazione dell’occhio. 
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1.1.3. Tonaca interna nervosa (retina) 
La retina è deputata alla percezione dello stimolo luminoso, i recettori che 
svolgono tale compito sono i coni e i bastoncelli, alle altre strutture sono 
invece designate funzioni di sostegno, nutrimento e una prima elaborazione 
degli stimoli luminosi stessi. Nella porzione non visiva della retina, che riveste 
la superficie posteriore del corpo ciliare e dell’iride, non sono presenti 
fotorecettori. 
 
All’interno del globo oculare si individuano tre cavità: 
1. camera anteriore, compresa fra la cornea e l’iride 
2. camera posteriore, situata fra l’iride e il cristallino; questa comunica, 
mediante il forame pupillare, con la camera anteriore lungo il margine della 
pupilla; 
3. camera del vitreo, situata posteriormente al cristallino. 
 
Le prime due camere contengono un liquido limpido che prende il nome di 
umor acqueo, mentre la terza è occupata da una sostanza gelatinosa a sua volta 
incolore e trasparente che prende il nome di corpo vitreo. 
 
1.2. Vie ottiche 
Le membrane oculari si interrompono al polo posteriore del bulbo oculare per 
dare passaggio alle fibre nervose provenienti dalla retina, queste si raccolgono 
in fasci andando a costituire il nervo ottico, che rappresenta l’inizio delle vie 
ottiche. Questo percorre la cavità orbitaria, penetra nella scatola cranica 
attraverso il forame ottico e giunge alla sella turcica dove si incrocia 
parzialmente con il nervo ottico controlaterale dando vita al chiasma ottico. Le 
fibre ottiche decorrono poi negli strati inferiori dell’encefalo e raggiungono la 
corteccia occipitale. 
Il bulbo oculare è avvolto nella sua parte posteriore da tessuti molli, che ne 
assicurano una protezione elastica all’interno della cavità orbitaria, questi 
tessuti si continuano all’esterno in: 
- formazioni muscolo cutanee, le palpebre; 
- formazioni mucose; 
- tessuti ghiandolari. 
Sul bulbo oculare si inseriscono i muscoli oculomotori estrinseci che gli 
conferiscono mobilità per il direzionamento dello sguardo. 
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1.3. Annessi oculari 
Gli annessi oculari sono organi oculari secondari, ovvero strutture accessorie e 
quindi non indispensabili all’esercizio della visione, ma tuttavia necessarie alla 
motilità, protezione e alla lubrificazione dell’occhio. 
Essi sono rappresentati da: 
- le palpebre 
- i muscoli estrinseci 
- la congiuntiva 
- l’apparato lacrimale 
 
Le palpebre sono formazioni muscolari cutanee che consentono di occludere, 
in stato di contrazione, la parte anteriore del bulbo; rappresentano un elemento 
protettivo per il bulbo oculare anche per la presenza delle ciglia al loro 
margine. 
 
I muscoli oculari estrinseci assicurano la motilità del bulbo oculare. Si 
inseriscono direttamente sulla sclera, ed originano, ad eccezione del muscolo 
obliquo inferiore dall’anello di Zinn, una formazione fibrosa posta all’apice 
dell’orbita. Essi sono ricoperti insieme a parti del bulbo, dalla capsula di 
Tenone, una guaina fibrosa che consente e limita, al tempo stesso, i movimenti 
oculari di verticalità, di lateralità e di torsione 
 
La congiuntiva è una membrana mucosa che ricopre il bulbo oculare e la parte 
posteriore delle palpebre, essa protegge il bulbo e facilita lo scorrimento delle 
palpebre, creando la congiuntiva palpebrale, per poi ripiegarsi coprendo il 
bulbo (da cui il nome di congiuntiva bulbare). È innervata da diramazioni del 
nervo ciliare e riccamente vascolarizzata dall’arteria palpebrale e dall’arteria 
ciliare, possiede ghiandole che producono muco e che consentono lo 
scorrimento della piega. Nella porzione superiore della piega si riscontra la 
presenza di canali, che fungono da sede del liquido lacrimale, necessario per 
mantenere la bagnabilità della membrana e la relativa trasparenza corneale. 
 
L’apparato lacrimale (Fig. 3) è costituito da: 
- ghinadole lacrimali 
- vie lacrimali 
 
Le ghiandole lacrimali sono situate nell’angolo superiore e laterale delle 
rispettive orbite, esse secernano ininterrottamente il liquido lacrimale che 
attraverso condotti escretori viene versato nel sacco congiuntivale; esso 
facilita lo scorrimento delle palpebre sul globo oculare, rimuove la particelle 
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che si depositano sulla sua superficie ed impedisce eventuali danni all’epitelio 
congiuntivale e a quello sclerale causati da un’eventuale evaporazione del 
liquido lacrimale. 
 
Le vie lacrimali sono costituite dai condotti che iniziano a livello dell’angolo 
mediale dell’occhio e trasportano il liquido lacrimale dal sacco congiuntivale 
alla fossa nasale. Esse sono costituite da: 
- condotti lacrimali 
- sacco lacrimale 
- condotto naso lacrimale 
 
Le lacrime, che si versano di continuo nel sacco congiuntivale, si raccolgono 
presso l’angolo mediale dell’occhio e attraverso i punti lacrimali penetrano nei 
condotti lacrimali e mediante il dotto naso-lacrimale sboccano nel meato 
nasale inferiore. 
 
Figura 3: Struttura dell’apparato lacrimale 
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2. TERAPIA OFTALMICA 
 
Un’efficace terapia oftalmica prevede il rilascio ed il mantenimento di 
un’adeguata quantità di farmaco al suo sito d’azione, ma la struttura anatomica 
ed i processi fisiologici dell’occhio svolgono un’efficiente funzione di difesa 
nei confronti di qualsiasi sostanza estranea all’occhio stesso. Il trattamento di 
molte patologie oculari è quindi ostacolato dalla difficoltà di penetrazione 
nelle strutture interne dell’occhio dei farmaci somministrati per via topica e 
dalla difficoltà di arrivare al tessuto in concentrazione attiva per via sistemica.  
La somministrazione sistemica dei farmaci, spesso, non consente di 
raggiungere concentrazioni terapeutiche a livello oculare a causa della 
presenza di un sistema di barriere definito barriera emato-oculare, costituito 
da una barriera emato-retinica e da una barriera emato-acquosa, che impedisce 
la penetrazione di sostanze, quali i farmaci, all’interno del corpo vitreo. 
La penetrazione del farmaco attraverso le due barriere è influenzata: 
- dalla liposolubilità del farmaco: i farmaci con liposolubilità media o 
elevata attraversano entrambe le barriere, mentre i farmaci con 
liposolubilità bassa trovano maggiore difficoltà nell’attraversamento della 
barriera emato-retinica. 
- dal grado di legame con le proteine plasmatiche: tanto maggiore è tale 
legame tanto minore sarà la concentrazione ematica del farmaco libero, 
quindi sarà minore anche la velocità di penetrazione nell’occhio.  
- la velocità di metabolizzazione e di eliminazione del farmaco: se tale 
velocità è molto alta causa una rapida diminuzione della sua 
concentrazione plasmatica determinando un minor assorbimento del 
farmaco a livello oculare. 
 
I farmaci oftalmici applicati topicamente possono agire o nell’area precorneale 
o nelle strutture interne dell’occhio; la biodisponibilità delle formulazioni 
oftalmiche è però molto limitata dato che solo l’1% della dose somministrata 
raggiunge i tessuti del segmento anteriore dell’occhio (Kompella. et al., 2010). 
Questo è fondamentalmente dovuto a i diversi processi fisiologici che 
avvengono nell’area precorneale: 
-  turnover lacrimale: la velocità di ricambio del film lacrimale nel coniglio 
corrisponde al 16 % al minuto pari a 1 µl/min, ad eccezione dei periodi di 
sonno o durante anestesia; nell’uomo esiste una certa variabilità individuale 
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nella velocità di formazione del fluido lacrimale, che può influenzare 
l’assorbimento dei farmaci a livello corneale; 
- drenaggio della soluzione instillata: l’area precorneale può trattenere al 
massimo 30 µl, film lacrimale compreso. Il volume instillato in eccesso 
viene eliminato. Poiché una goccia di soluzione instillata ha un volume 
pari a 50 µl, al momento dell’applicazione vengono subito eliminati circa 
20 µl, che vengono drenati fuoriuscendo a livello della fornice 
congiuntivale o attraverso il sistema di drenaggio naso-lacrimale dove, in 
parte, il farmaco subisce l’assorbimento sistemico con possibile insorgenza 
di effetti collaterali; 
- legame con le proteine: solitamente il contenuto proteico del fluido 
lacrimale è circa lo 0,7%, nel sangue invece è circa il 9%. A differenza del 
sangue, nel quale il complesso farmaco-proteine rimane in circolazione, le 
lacrime sono rapidamente drenate portando via sia il farmaco legato che 
quello libero. Il contenuto proteico dell’umore acqueo è ricambiato alla 
velocità dell’1% al minuto; 
- degradazione enzimatica: qualora il farmaco non subisca il legame con le 
proteine, è potenzialmente soggetto ad una degradazione enzimatica 
all’interno del film lacrimale da parte degli enzimi in esso contenuti; 
- assorbimento non produttivo: il farmaco viene assorbito attraverso i vasi 
della cornea, della congiuntiva palpebrale e sclerale, questo contribuisce 
alla riduzione della quantità di farmaco libero disponibile per 
l’assorbimento a livello oculare. 
 
Quindi, l’assorbimento e la disponibilità oculare dei farmaci dipendono 
significativamente dalle dinamiche del fluido lacrimale. La formulazione dei 
farmaci oftalmici deve perciò tener conto non solo della stabilità e della 
compatibilità del farmaco con l’ambiente precorneale ma anche dell’influenza 
della formulazione stessa sulle dinamiche del fluido lacrimale. 
I farmaci somministrati per via topica, per agire nelle strutture più interne 
dell’occhio devono superare la barriera principale rappresentata dalla cornea. 
La cornea ha una struttura complessa costituita principalmente da tre strati 
(epitelio, stroma, endotelio). L’epitelio è di natura principalmente lipofila ed 
ha una funzione di deposito per le molecole lipofile; la zonula occludens, 
contribuendo per almeno il 60% alla resistenza totale dell’intera cornea, 
rappresenta un forte ostacolo alla penetrazione corneale di molecole ioniche. 
Soltanto le molecole lipofile possono attraversare facilmente la membrana 
apicale, ricca di fosfolipidi, mediante la via transcellulare. 
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Lo stroma corneale, di natura prevalentemente idrofila, data la sua struttura 
connettivale compatta, ha la capacità di rallentare la diffusione delle molecole. 
I composti con peso molecolare superiore a 500.000 Da non hanno sufficiente 
mobilità nello stroma a meno che non sia edematoso. Lo stroma, costituendo 
più del 90% dello spessore corneale ed avendo carattere idrofilo, può agire 
come deposito per le molecole polari. L’endotelio invece, a causa del suo 
piccolo spessore, non ha alcuna funzione di riserva. 
 La permeazione corneale può avvenire attraverso la via paracellulare cioè 
attraverso gli spazi acquosi intercellulari e le giunzioni strette (tight junctions). 
La permeazione attraverso la via transcellulare può avvenire attraverso le 
cellule. Solo raramente il passaggio transcorneale avviene mediante carriers o 
per endocitosi.  
Una struttura corneale alterata può provocare variazioni nelle proprietà di 
barriera e di riserva della cornea. In presenza di patologie oculari quali 
infezioni, ustioni provocate dal contatto con sostanze alcaline, o ulcere sulla 
superficie corneale, si osserva un aumento della permeabilità della cornea 
(Burgalassi et al., 2004). 
Per arrivare nelle strutture più interne dell’occhio è necessario sfruttare:  
- iniezioni sottocongiuntivali (Fig.4 A): praticata sotto la congiuntiva i 
farmaci che non verrebbero adeguatamente assorbiti per via topica arriva al 
segmento anteriore dell’occhio. Questo tipo di iniezione viene effettuato 
prevalentemente nelle infiammazioni e nelle infezioni più gravi del 
segmento anteriore. Negli ultimi anni le iniezioni sottocongiuntivali 
vengono utilizzate sempre meno, infatti diversi studi hanno evidenziato che 
livelli terapeutici simili possono essere mantenute attraverso 
somministrazioni frequenti di colliri; 
- iniezioni sub-tenoniane (Fig.4 B): praticata sotto la capsula di Tenone, in 
modo che la sostanza inoculata abbia la possibilità di penetrare all’interno 
dell’occhio (camera posteriore) per diffusione tramite il limbus o la sclera; 
- iniezioni retrobulbari (Fig.4 C): effettuate inserendo l’ago all’esterno della 
palpebra inferiore e introducendolo lungo il cono muscolare. Solitamente 
vengono usate in caso di gravi affezioni infiammatorie del segmento 
posteriore dell’occhio (coroiditi, neuriti ottiche) per la somministrazione di 
corticosteroidi retard; 
- iniezioni intravitreali (Fig.4 D):  attraverso tale somministrazione, i 
farmaci raggiungono direttamente le strutture intravitreali ad elevate 
concentrazioni. Le iniezioni intravitreali vengono utilizzate per la 
somministrazione di antibiotici, corticosteroidi e fibrinolitici. Solitamente 
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vengono iniettate piccole quantità di farmaco a bassa concentrazione (100-
200 µl), poiché volumi maggiori possono determinare un aumento della 
pressione endoculare e concentrazioni elevate possono risultare tossiche 
per l’endotelio corneale, il cristallino e la retina. Il rischio principale è 
rappresentato dalle infezioni endoculari e dalla tossicità locale. Sono 
prevalentemente impiegate per il trattamento delle endoftalmiti 
(antibiotici) e del distacco della retina complicato (iniezione di olio di 
silicone). Questa via di somministrazione permette di ottenere 
concentrazioni terapeutiche di farmaco nel segmento posteriore 
dell’occhio. Una singola iniezione assicura la permanenza dei farmaci per 
molte ore, poiché l’eliminazione dell’umor vitreo è molto lenta a meno che 
i farmaci non subiscono una rapida eliminazione ad opera di un sistema di 
trasporto attivo localizzato a livello della barriera emato-retinica come ad 
esempio gli antibiotici beta-lattamici (Geroski and Edelhauser , 2000). 
 
Figura 4: Metodiche di somministrazione per siti oculari: 
A. iniezione sottocongiuntivale 
B. iniezione sub-tenoniana 
C. iniezione retrobulbare 
D. iniezione intravitreale 
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2.1.Metodi per aumentare la biodisponibilità oculare 
 
L’aumento della biodisponibilità oculare può essere ottenuta: 
- aumentando il tempo di contatto del farmaco con la cornea mediante 
l’uso di formulazioni viscose, addizionate di sostanze mucoadesive o 
formualzioni solide  (matrici) L’aumento della viscosità può avvenire 
mediante aggiunta di polimeri viscosi alla formulazione o utilizzando 
sistemi gelificanti in situ. Questi sistemi sono liquidi poco viscosi che 
subiscono un aumento di viscosità dopo instillazione nel sacco 
congiuntivale, a causa di una variazione del pH, della temperatura o della 
presenza di ioni. I veicoli mucoadesivi sfruttano il fatto che alcun polimeri, 
generalmente idrocolloidi, hanno la capacità di stabilire legami deboli con 
la mucina, una glicoproteina presente sulla superficie corneale. Questo 
polimero può consentire un contatto prolungato con la superficie esterna 
della cornea, che permane fino a quando il normale metabolismo non 
porta alla completa eliminazione della medicazione ( Kompella. et al., 
2010). Un altro approccio riguarda l’uso di inserti oculari, i quali sono 
medicazioni solide inserite nel sacco congiuntivale, superiore o inferiore, 
destinati a rilasciare i farmaci in essi contenuti lentamente e a velocità 
controllata. Possono presentare diversi vantaggi rispetto alle forme 
farmaceutiche tradizionali, quali i tempi di permanenza maggiori, un 
minor assorbimento sistemico, la possibilità di dosaggi più accurati e una 
maggiore stabilità del principio attivo. Presentano tuttavia anche alcuni 
svantaggi come la sensazione di corpo estraneo, la fuoriuscita durante la 
notte e, per gli inserti insolubili, la necessità di rimuovere la matrice vuota 
(Mudgil et al, 2012). 
 
 
- modificando la lipofilicità del farmaco mediante formazione di una 
coppia ionica o trasformazione in un profarmaco; 
- aggiungendo, alle preparazioni oftalmiche, promotori di permeazione 
che siano in grado di alterare transitoriamente la struttura dell’epitelio 
corneale; 
- veicolando il farmaco in sistemi particellari nanostrutturati (es. i 
liposomi e strutture micellari), sistema di somministrazione più 
recente 
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3. STRESS OSSIDATIVO E PATOLOGIE OCULARI 
 
A causa della sua struttura, le varie componenti anatomiche dell’occhio (in 
particolare cornea, cristallino e retina) sono continuamente esposte alle 
reazioni foto-ossidative indotte dalla luce e quindi continuamente esposte 
all’azione dannosa dei radicali liberi. 
Lo stress ossidativo è considerato uno dei fattori più importanti coinvolti nella 
genesi di diverse malattie oculari che riguardano sia l’area precorneale 
(cheratocongiuntivite secca) che le parti più interne dell’occhio (cataratta, 
retinopatia diabetica, degenerazione maculare senile).  
Le condizioni, che possono a lungo termine rappresentare dei veri e propri 
fattori favorenti l’insorgenza di queste due condizioni patologiche sono: 
1- la continua esposizione alla radiazione visibile con conseguente produzione 
di forme reattive dell’ossigeno (reazione fotochimica); 
2- la presenza di perossido di idrogeno a livello dell’umor acqueo; 
3- la maggiore concentrazione di ossigeno presente a livello retinico come 
conseguenza dell’elevato flusso ematico che caratterizza questa struttura; 
4- l’iperaccumulo di lipofuscina a livello dell’epitelio pigmentato retinico in 
grado di svolgere azione fotosensibilizzante. 
Numerosi studi scientifici hanno, soprattutto negli ultimi anni, ampiamente 
dimostrato sia con analisi epidemiologiche di tipo osservazionale sia con studi 
in vitro, che le condizioni sopra descritte rappresentano un substrato ottimale 
affinché i radicali liberi possano determinare l’insorgenza o la progressione di 
dette patologie oculari. 
La comparsa di processi flogistici a carico dell’occhio o l’esposizione a 
radiazioni di vario tipo o ad agenti chimici possono essere direttamente 
responsabili del notevole aumento della fisiologica concentrazione di 
perossido di idrogeno a livello corneale con conseguente incremento di specie 
reattive dell’ossigeno responsabili dell’azione ossidativa della cornea. 
L’azione ossidativa esercitata dai radicali liberi a livello corneale si estrinseca 
con la comparsa di alterazioni strutturali e funzionali a carico sia dell’epitelio 
sia dello stroma corneale associati a processi apoptotici che vedono come 
protagonisti i cheratociti e i fibroblasti stromali. 
L’iperaccumulo di questa lipofuscina si verifica in seguito a processi di 
perossidazione lipidica dovuti a fenomeni di autossidazione o a continua 
esposizione a radicali liberi che si vengono a produrre come risultato della 
protratta esposizione dell’occhio alla luce visibile e all’alta pressione di 
ossigeno. Altro meccanismo importante potenzialmente responsabile 
dell’insorgenza o della progressione della degenerazione maculare è quello 
della fotoattivazione di precursori dell’emoglobina presenti nel sangue con 
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conseguente produzione di radicali liberi in grado di danneggiare le cellule 
dell’epitelio pigmentato retinico e la lamina di Bruch. 
A carico dell’area precorneale la patologia più comune è rappresentata dalla 
sindrome dell’occhio secco o cheratocongiuntivite secca (CCS). 
3.1. La CCS è una patologia che comporta l’essicamento cronico, bilaterale 
della congiuntiva e della cornea dovuto ad un inadeguato volume lacrimale 
(cheratocongiuntivite secca da iposecrezione lacrimale) o alla perdita 
eccessiva di lacrime per evaporazione a causa di una alterazione qualitativa, 
che ha come conseguenza l’aumento della concentrazione degli ioni 
(cheratocongiuntivite secca da evaporazione). In entrambe le forme di 
cheratocongiuntivite secca, la congiuntiva è iperemica e ci sono spesso perdite 
sparse, piccole, puntate di epitelio corneale (cheratite puntata superficiale) e/o 
congiuntivale. I pazienti spesso ammiccano in maniera frequente anche se, in 
alcuni casi, è proprio la rarità dell'ammiccamento a provocare la secchezza 
oculare.  
Nella cheratocongiuntivite secca da insufficiente produzione di lacrime, la 
congiuntiva può apparire asciutta e senza brillantezza con pieghe ridondanti. 
Questa forma di cheratocongiuntivite secca si presenta più spesso in maniera 
isolata e idiopatica e colpisce prevalentemente donne in post-menopausa. 
Meno frequentemente, essa può essere secondaria ad altre condizioni che 
provocano cicatrizzazione dei dotti lacrimali, ad es., pemfigoide cicatriziale, 
sindrome di Stevens-Johnson o tracoma o, come risultato di una ghiandola 
lacrimale danneggiata o malfunzionante, ad es., reazione graft-versus-host, 
dopo terapia radiante locale o nella disautonomia familiare. 
Nella cheratocongiuntivite secca da eccessiva evaporazione, può essere 
presente un'abbondante lacrimazione sotto forma di schiuma sui margini 
palpebrali. Di solito, vi è un'associazione con blefarite e acne rosacea. Molto 
raramente, in questa forma di occhio secco l'essiccamento può essere 
sufficiente a provocare una perdita dell'epitelio corneale o riduzione dell'acuità 
visiva. 
La sintomatologia prevede prurito, bruciore, fotofobia, sensazione di un corpo 
estraneo nell’occhio. I sintomi sono aggravati dagli sforzi visivi prolungati, 
come la lettura, il lavoro al computer oppure la presenza prolungata in 
particolari ambienti, come i locali polverosi e secchi. Alcuni farmaci sistemici 
possono aggravare la sintomatologia: l’isotreonina, i calmanti, i diuretici, gli 
antipertensivi, i contraccettivi orali e tutti gli anticolinergici ( inclusi gli 
antistaminici e molti farmaci per il sistema gastrointestinale). 
La terapia comunemente usata contro la sindrome dell’occhio secco è quella 
basata sulla somministrazione di sostituti del film lacrimale. Recenti studi 
hanno dimostrato aumentati livelli di specie reattive dell’ossigeno nelle 
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lacrime, nella saliva e nella congiuntiva di pazienti con sindrome di Sjogren. 
La diretta correlazione, dimostrata recentemente (Wakamatsu et al, 2013), tra 
occhio secco e aumentata presenza nel film lacrimale e nella congiuntiva di 
specie reattive dell’ossigeno unitamente a danni di membrana correlati alla 
perossidazione lipidica ed a processi di tipo infiammatorio, potrebbe condurre 
ad un nuovo approccio nella terapia dell’occhio secco basata sulla riduzione 
del processo infiammatorio attraverso l’inibizione dello stress ossidativo. 
 
3.2. La cataratta è un processo di progressiva perdita di trasparenza del 
cristallino. Questo processo, legato a fenomeni di ossidazione delle proteine 
che lo costituiscono, è il risultato di un fenomeno biochimico che si verifica 
con l’aumentare dell’età. Si distinguono le seguenti forme senile, congenita, 
complicata, associata ad altre malattie, associata a farmaci. Quella senile è 
strettamente legata all’invecchiamento ed è di gran lunga la forma più 
frequente. Una progressiva e lenta perdita di trasparenza del cristallino è tipica 
dell’età avanzata; infatti opacità più o meno isolate del cristallino che 
interferiscono o meno con la visione, sono presenti in oltre il 60% di soggetti 
con più di 70 anni. Quando insorge più precocemente, si parla di cataratta 
presenile. Quella congenita è presente alla nascita o compare nei mesi 
successivi. L’area coinvolta può essere totale, localizzata, variamente estesa o 
densa. In questo caso l’interferenza con la funzione visiva varia a seconda che 
sia interessata o meno la parte centrale lungo l’asse visivo. Le cause più 
frequenti di cataratta congenita sono: fattori genetici, raggi X, assunzione di 
farmaci in gravidanza (cortisonici, sulfamidici), alterazione metaboliche della 
madre (diabete, ipotiroidismo, carenze alimentari) o del feto, nascita 
prematura. Si definiscono complicate le cataratte che insorgono a causa di una 
malattia del bulbo oculare quali iridociclite, uveiti posteriori, glaucoma acuto, 
miopia elevata, tumori endoculari, distacco della retina. Cataratta associata ad 
altre malattie come il diabete simile a quella senile. Si differenzia per il fatto 
che colpisce soggetti più giovani e presenta un decorso clinico più rapido. 
Molti farmaci quali i cortisonici (corticosteroidi) e i miotici utilizzati sotto 
forma di colliri nel glaucoma, in relazione al dosaggio ed alla suscettibilità 
individuale, possono provocare cataratta da farmaci. 
La sintomatologia è caratterizzata da una lenta e progressiva riduzione 
dell’acuità visiva non solo in termini quantitativi ma anche qualitativi. Il 
soggetto si lamenta di vedere “annebbiato”, con alterazione della sensibilità al 
contrasto e della percezione dei colori, gli oggetti appaiono come ingialliti. 
(http://www.msd-italia.it) 
 
 
 19 
 
3.3. La degenerazione maculare (DMS) è una malattia che interessa la regione 
centrale della retina (macula), deputata alla visione distinta necessaria per la 
lettura, la guida dei veicoli, il riconoscimento dei volti, la visione dei colori 
ecc. La DMS è una malattia multifattoriale correlata alla predisposizione 
genetica, all'invecchiamento, all'esposizione ad ambienti sfavorevoli e allo 
stile di vita. Questi fattori, oltre a svolgere un danno diretto sull'organismo, 
modificano la disponibilità e la necessità di elementi nutrizionali con funzione 
strutturale e protettiva. A prescindere da tutti gli altri fattori sembra che sia 
proprio l’età, cioè l'invecchiamento dell'organismo, a creare il substrato sul 
quale può successivamente instaurarsi il danno della DMS. Il danno ossidativo 
fotochimico costituisce un aspetto importante nella patogenesi della DMS. I 
sintomi d’esordio della malattia sono riconducibili alla visione distorta 
(metamoropsia), percezione di una macchia più o meno scura centrale 
(scotoma), calo visivo, visione alterata dei colori e delle dimensioni degli 
oggetti. Si distinguono due forme di degenerazione maculare senile: una forma 
secca o atrofica e una forma umida o essudativa.  
- La forma secca è caratterizzata dalla progressiva e lenta atrofia 
(assottigliamento e indebolimento) della retina. Attualmente non esiste una 
cura specifica per la cura di questa tipologia di maculopatia. 
- La forma umida o essudativa invece presenta vasi anomali (neovasi) 
nella parte centrale della retina, che tendono a perdere sangue e fluido 
causando una visione confusa e distorta. Le eventuali terapie sono dirette 
principalmente a questa forma. 
Nonostante che alcune delle patologie riportate possono essere trattate 
chirurgicamente, è stato dimostrato che la somministrazione orale di 
antiossidanti può essere utile nel prevenire e curare tali problemi oculari; in 
particolare la somministrazione  di flavonoidi, ascorbati, vitamina E e piruvati 
sembra ritardare l’insorgenza della cataratta così come un effetto protettivo di 
alcuni antiossidanti (acido alfa-lipoico, licopene, luteina, vitamine, zinco, 
selenio) è stato osservato nelle patologie degenerative della macula (Cagini et 
al, 2010) 
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4. RADICALI LIBERI E MOLECOLE ANTIOSSIDANTI 
 
4.1. Definizione di “Radicale Libero” 
Con il termine “radicale libero” si intende una serie di specie chimiche, 
altamente instabili, che presentano uno o più elettroni spaiati e sono in grado 
di reagire con una qualsiasi molecola in grado di donare loro un elettrone, 
dando quindi origine a molecole che innescano una reazione a catena e 
portano a danneggiamento tissutale. I radicali liberi più conosciuti sono quelli 
a contenuto d’ossigeno (Reacting Oxygen Species, ROS) come l’anione 
superossido (O2-) ed il perossido d’idrogeno (H2O2) i quali, in presenza di 
metalli di transizione liberi (soprattutto ferro e rame) danno origine al radicale 
ossidrilico (OH•), particolarmente tossico in quanto può dare luogo a 
mutazioni degli acidi nucleici e danni a carico di proteine e lipidi. Nel caso 
degli acidi nucleici, il radicale OH• va ad ossidare le basi azotate, in particolar 
modo porta alla formazione di dimeri di timina andando a distorcere la 
geometria del DNA impedendo quindi la trascrizione delle informazioni 
geniche. La produzione di radicali liberi è un evento fisiologico e si verifica 
normalmente nelle reazioni biochimiche cellulari, soprattutto in quelle che 
utilizzano ossigeno e produrre energia; gli stessi possono essere prodotti anche 
a causa di fattori esterni quali inquinamento, esposizione di raggi UV, utilizzo 
di droghe, alcool e farmaci. Dato che non è possibile impedirne la formazione, 
il nostro organismo ha elaborato un proprio sistema di difese in grado di 
neutralizzare buona parte degli effetti negativi associati alla produzione di 
radicali liberi. 
 
4.2 Formazione dei radicali liberi 
Il processo di formazione dei radicali liberi può essere diviso in tre fasi: 
- Fase di iniziazione, nella quale abbiamo la rottura omolitica di un 
iniziatore (In-In), che avviene alla velocità Ri, per effetto termico, fotolitico o 
in seguito a reazione chimica, in grado di generare un composto avente uno o 
più elettroni spaiati. 
- Fase di propagazione, nella quale il radicale R•, può reagire con 
l’ossigeno atmosferico, per dare luogo al radicale perossidico ROO•, il quale, 
a sua volta, porta avanti il processo di degradazione di altri composti, 
generando nuovamente altri radicali. In questa fase si vengono a generare 
molti radicali a partire da una molecola di iniziazione. 
- Stato di terminazione, che avviene per accoppiamento di radicali (Fig. 
5). 
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Figura 5: Reazione di formazione, propagazione e terminazione dei 
“Radicali Liberi”. 
 
 
 
4.3. Definizione e classificazione delle sostanze ad attivita’ antiossidante 
 
Gli antiossidanti sono sostanze chimiche (molecole, ioni, radicali) o agenti 
fisici che rallentano o provengono l’ossidazione di altre sostanze. Una loro 
prima classificazione consiste nel dividerli in due categorie principali: 
antiossidanti endogeni ed esogeni. Gli antiossidanti endogeni si dividono 
ulteriormente in enzimatici e non enzimatici; mentre quelli esogeni in 
vitaminici e non vitaminici. Gli antiossidanti enzimatici agiscono bloccando la 
produzione delle specie ROS e sono la superossido dismutasi (SOD) e la 
glutatione perossidasi (GSH). Per quanto riguarda il meccanismo d’azione 
vengono invece classificati in antiossidanti primari o chain-breaking ovvero 
quelle sostanze che agiscono da scavenger radicalici mediante la cessione di 
un atomo di idrogeno o di uno o più elettroni ed antiossidanti secondari o 
preventivi ovvero quelli che ritardano la cinetica del processo di iniziazione 
radicalica ( Carrasco-Pacorbo et al, 2005) 
. 
4.3.1. Antiossidanti chain-breaking o interruttori di catena 
 
Gli antiossidanti chain-breaking agiscono bloccando il composto radicalico 
prima che esso possa reagire con il substrato, generano quindi un secondo 
sistema radicalico stabilizzato per risonanza. La loro efficacia dipende dalla 
stabilità dei radicali nei quali si trasformano: più efficiente è la 
delocalizzazione degli elettroni spaiati prodotti nella reazione con i radicali 
liberi, maggiore è il loro potere antiossidante. Questo può avvenire tramite due 
meccanismi: 
- Meccanismo HAT (Hydrogen Atom Transfert- trasferimento di un 
atomo di idrogeno). 
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- Meccanismo ET (Electron Transfert- trasferimento di un elettrone). 
Il risultato finale è lo stesso, ma le cinetiche ed il potenziale delle reazioni 
sono diversi. In realtà questi meccanismi possono aver luogo anche 
contemporaneamente, ma sarà la struttura chimica dell’antiossidante, 
unitamente alle sue proprietà di solubilità, coefficiente di ripartizione e 
solvente, a determinare il meccanismo di azione prevalente. L’energia di 
dissociazione dei legami ed il potenziale di ionizzazione sono i due principali 
fattori che influiscono sul meccanismo e sull’efficienza dell’antiossidante. 
 
4.3.2. Antiossidanti enzimatici 
 
Per prevenire i danni da stress ossidativo il nostro organismo ha elaborato un 
sistema di difesa enzimatico in grado di contrastare la formazione dei radicali 
liberi. Gli enzimi coinvolti sono: 
- SOD (superossido dismutasi) che converte l’anione superossido in 
acqua ossigenata e ossigeno 
2O₂¯  + 2H+ →H₂O₂ + O₂ 
- Catalisi che forma un complesso con il ferro convertendo l’acqua 
ossigenata in acqua  
Catalisi-Fe3+ + H₂O → Composto 1 
Composto 1 + H₂O₂ → Catalisi-Fe3+ + H₂O + O₂ 
- Glutatione perossidasi che interagendo con il glutatione ridotto (GSH) 
impedisce la degradazione dei radicali perossilici  
ROOH + 2GSH → ROH + GSSG + H₂O 
 
4.3.3. Antiossidanti non enzimatici esogeni 
 
Gli antiossidanti esogeni sono delle molecole che provengono dalla dieta 
alimentare e utilizzati per combattere lo stress ossidativo; vengono divisi in 
antiossidanti vitaminici, tra cui ricordiamo la vitamina C e la Vitamina E e 
antiossidanti non vitaminici, di cui fanno parte carotenoidi e polifenoli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 23 
 
4.3.4. Antiossidanti esogeni Vitaminici 
 
Vitamina C (acido ascorbico) : 
 
A pH fisiologico la Vitamina C (Fig. 6) si trova nella forma radicalica ( ione 
ascorbato) stabilizzata per risonanza; è in grado di ridurre gli ioni Feᵌ+ e Cu²+ e 
soprattutto rigenerare la vitamina E dopo che è stata attaccata dalle specie 
radicaliche. La vitamina C accetta un elettrone dall’ α-tocoferolo, 
convertendosi in radicale ascorbile e rigenerando così la Vitamina E (Fig. 7). 
 
Figura 6: Struttura della Vitamina C 
 
 
 
 
 
Figura 7: Interazione tra Vitamina C e Vitamina E 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Vitamina E (tocoferolo
 
La Vitamina E (Fig. 8
categoria dei tocoferoli tocotrienoli accomunati dal fatto di poss
struttura molecolare il sistema 6
differiscono per il numero di metili collocati lungo la catena dell’anello del 
cromano. È un composto altamente liposolubile, che si ripartisce nelle fasi 
lipidiche e nelle membrane cellulari. Agisce come antiossidante chain
breaking, cede infatti l’atomo di idrogeno del gruppo idrossilico, generando un 
radicale α-cromanossilico (TH
radicale TH• risulta essere stabile per effetto 
dell’elettrone spaiato sull’anello del cromano che è quasi completamente 
sostituito. La presenza dell’Acido Ascorbico, permette di convertire il radicale 
α-cromanossilico (TH
ulteriore fase di scavenging o rimozione radicalica.
 
Fig
 
Figura 9: Stabilità per risonanza del radicale 
 
 
4.3.5. Antiossidanti esogeni non vitaminici
 
Tra gli antiossidanti esogeni non vitaminici ricord
carotenoidi. 
 
24 
) 
) fa parte di una serie di composti che rientrano nella 
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•) con struttura semichinonica
della delocalizzazione 
•) in α-Tocoferolo, nuovamente disponibile per un 
 
ura 8: Struttura della Vitamina E 
 
α-cromanossilico (TH
 
 
iamo i polifenoli e i 
edere nella 
-sostituto ma 
-
 (Fig.9). Il 
 
•) 
  
a) Polifenoli  
Sono composti accumunati dal fatto di possedere nella loro struttura più anelli 
aromatici e gruppi ossidrilici; la capacità antiossidante dipende dalla facilità 
con cui il composto è in grado di donare il rad
distribuiti in natura e suddivisi, sulla base della loro struttura molecolare, in 
Flavonoidi e Acidi fenolici.
composti flavonoidi è quella del 2
dispongono funzioni ossidriliche e/o semichinoniche. La capacità 
antiossidante di questi composti dipende fortemente dal numero e dalla 
disposizione delle funzioni ossidriliche presenti sull’anello B. Essi agiscono da 
antiossidanti chain-breaker, cede
radicale che incontrano; l’elettrone spaiato che così si viene a formare si 
delocalizza nelle varie posizioni dell’anello. Inoltre, la possibile presenza nella 
posizione 4 dell’anello B, di un gruppo carbonilico C=O
conferisce al flavonoide elevate capacità complessanti nei confronti di 
Cu 2+, in grado di catalizzare reazioni ossidative.
 
Figura 10
 
b) Carotenoidi 
Sono molecole costituite da una lunga catena di atomi 
struttura permette di classificare in caroteni ( contenenti atomi di ossigeno) e 
xantofille (costituite solo da carbonio e idrogeno).
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 La struttura molecolare che serve ad identificare i 
-fenilcromano (Fig. 10), sul qual
ndo l’idrogeno del gruppo ossidrilico al 
 
: Struttura del 2 fenilcromano 
 
 
di carbonio, la cui 
 
 
e si 
 α-β insaturo, 
Fe3+e 
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5.Metodi analitici per la determinazione della capacità antiossidante 
 
La capacità antiossidante (AOC) viene definita come “la misura delle mol di 
un dato radicale libero che vengono inibite e/o rimosse da una data soluzione, 
indipendentemente dall’attività antiossidante di ogni composto presente in 
soluzione”; essa tiene in considerazione la somma di tutti i contributi dei vari 
antiossidanti presenti nel campione e dei possibili effetti sinergici. L’attività 
antiossidante (AOA) è la costante cinetica di un singolo composto 
antiossidante nei confronti di un radicale libero in riferimento quindi alla 
capacità di una singola sostanza di bloccare e contrastare i meccanismi 
radicalici. L’attività antiossidante permette di poter stabilire una classifica tra i 
composti puri. 
L’efficacia di una metodica analitica viene valutata tenendo in considerazione: 
 intervallo lineare di lavoro 
 sensibilità 
 accuratezza 
 riproducibilità 
 robustezza 
Le diverse tecniche analitiche sono accumunate dalle seguenti caratteristiche: 
 un substrato: una molecola che subisce l’attacco delle specie radicaliceh 
 un agente ossidante o iniziatore radicalica 
 una molecola antiossidante 
 un sistema strumentale che monitora nel tempo una proprietà della 
soluzione che viene fatta variare nel tempo. 
 
Non esiste, comunque, un metodo assoluto per determinare l’AOC, ma ci sono 
diverse metodiche analitiche standardizzate e l’impiego di ciascuna di esse 
dipende generalmente dalla specie radicalica in esame. 
 
5.1.Generalità sul saggio del DPPH 
 
Uno dei metodi più accurati per determinare l’attività “scavenger” dei radicali 
liberi è basato sull’utilizzo del 2,2-DiPhenil-1-Picril-Hidrazil (DPPH) 
(Fig.11), un radicale libero stabile per la presenza di un elettrone spaiato 
delocalizzato sulla molecola, che conferisce al composto un colore violaceo e 
un assorbimento caratteristico alla lunghezza d’onda di 525 nm. La presenza 
di gruppi stericamente ingombranti come quelli fenilici e quelli nitro 
conferisce una ulteriore stabilità al radicale stesso. La metodica del DPPH può 
essere utilizzata sia per sostanze solide che liquide e non ha specificità per 
determinare sostanze rispetto ad altre. 
  
Figura
 
Quando la soluzione di DPPH viene a contatto con una sostanza in grado d 
donare un atomo di idrogeno o accettare un elettrone (specie riducente o 
antiossidante), si ha la riduzione del DPP
idrazinico con conseguente perdita del colore violetto. Il composto idrazinico 
(Fig.12) infatti risulta debolmente colorato di giallo pallido per la presenza del 
gruppo picrilico. La scomparsa della specie radicalica, indice d
antiossidante della sostanza in esame viene determinata per via 
spettrofotometrica come variazione dell’assorbanza alla lunghezza d’onda di 
525 nm (Brand-Williams W. Et al., 1995
 
Figura 12: Reazione tra il radicale DPPH e l’antios
Figura 13: Spettro di assorbimento del radicale DPPH e della sua forma 
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L’attività antiossidante del composto in esame viene valutata come 
percentuale di inibizione del DPPH ovvero quantità di antiossidante necessaria 
per diminuire del 50% la concentrazione del DPPH (IC 50). 
La percentuale di inibizione viene calcolata con la seguente formula: 
 
%inibizione =[1 −  		
		] ∗ 100 
 
	Generalmente il saggio del DPPH si esegue in soluzioni alcoliche (metanolo o 
etanolo assoluto) per cui permette di analizzare sia composti di natura idrofila 
che lipofila. 
Il saggio presenta tuttavia diversi limiti: 
 la soluzione del DPPH deve essere preparata ex novo e conservata in 
frigo al riparo dalla luce, ciò è dovuto al fatto che si degrada con molta facilità 
 l’efficacia, la cinetica e soprattutto la riuscita del saggio sono 
influenzate oltre che dal pH di lavoro e dalla polarità del solvente anche dalla 
struttura molecolare dell’antiossidante: molecole con pochi gruppi ossidrilici 
danno risultati molto scarsi se confrontati con molecole con un numero 
maggiore (ciò è in accordo con il fatto che la delocalizzazione avviene sia 
mediante trasferimento elettronico ma soprattutto per cessione di un atomo di 
idrogeno (Om P. Sharma et al 2008). 
 molecole molto ingombrate non riescono ad agire con la parte attiva del 
radicale e soprattutto alcune molecole possono assorbire nello stesso range del 
DPPH. 
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6. VEICOLAZIONE DI AGENTI ANTIOSSIDANTI NATURALI PER 
LA TERAPIA TOPICA DI PATOLOGIE OCULARI 
  
L’uso di ingredienti naturali è negli ultimi anni in continuo aumento, ciò è 
dovuto alle loro proprietà terapeutiche ed ai ridotti effetti collaterali rispetto 
alla medicina tradizionale. Molti estratti naturali, nonostante una comprovata 
attività in vitro mostrano una ridotta attività in vivo a causa delle loro 
caratteristiche chimico-fisiche (es. solubilità, peso molecolare) che limitano 
l’assorbimento e riducono la biodisponibilità. La ricerca ha portato alla messa 
a punto di nuovi drug delivery per la veicolazione di prodotti  naturali ricchi di 
sostanze attive di natura polifenolica in grado di stabilizzare gli attivi, favorire 
la loro permeazione attraverso le barriere biologiche e controllarne la velocità 
di assorbimento. Tra le strategie formulative ampiamente riportate nella 
letteratura scientifica si ricorda l’utilizzazione di sistemi di delivery 
nanostrutturati quali: nanoparticelle lipidiche, a base di trigliceridi e 
tensioattivi, in grado di determinare una maggiore stabilità degli estratti ed 
offrire una maggiore protezione verso l’eventuale degradazione chimica; 
nanoparticelle polimeriche, sia nanocapsule che nanosfere, che mostrano una 
maggiore attività biologica ed un rilascio mirato degli attivi alle specifiche 
strutture cellulari coinvolte nelle patologie; fitosomi, ovvero complessi 
lipidici, e liposomi costituiti da vescicole fosfolipidiche, che risultano in grado 
di aumentare la lipofilicità di fitocomplessi idrofili producendo dei veri e 
propri sistemi di trasporto con una maggiore possibilità di permeare attraverso 
le barriere biologiche ( Bonifàcio et al., 2014) 
 
6.1. Nanomicelle in campo oculare 
 
Numerose definizioni possono essere date ai sistemi micellari. In generale, si 
può affermare che una soluzione micellare è un sistema colloidale di 
associazione di macromolecole anfifiliche (tensioattivi o copolimeri). Queste 
molecole, ad un determinato valore di concentrazione, detto concentrazione 
micellare critica (CMC), formano delle associazioni tridimensionali aventi 
delle dimensioni che dipende dalla loro architettura. Le micelle hanno 
generalmente delle dimensioni comprese tra i 10 ed i 50 nm e sono formate 
dall’associazione di 50-100 molecole anfifiliche. Queste molecole sono 
costituite da una porzione idrofila (polare) e una porzione idrofoba (apolare), 
quindi molecole anfifiliche; che quando vengono a contatto con un solvente 
adatto si aggregano a formare le nanomicelle, definite “normali” o “inverse”   
( Fig. 14) In un solvente polare, la parte idrofila si orienta verso il solvente 
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mentre la parte idrofoba verso l’interno; tale disposizione è tipica di quelle che 
vengono chiamate nanomicelle “normali”. Le nanomicelle “inverse”, invece, 
si formano quando vengono a contatto con un solvente apolare, poiché si 
aggregano disponendo la porzione apolare verso l’esterno, a contatto con il 
solvente, e la porzione idrofila all’interno. Le nanomicelle “normali” possono 
essere utilizzate per incapsulare, solubilizzare e rilasciare farmaci di natura 
idrofoba; mentre le nanomicelle inverse per incapsulare e rilasciare farmaci 
idrofili (Trivedi R, Kompella UB, 2010). 
 
Figura. 14 Struttura nanomicelle a)”normali”b)”inverse” 
 
I vantaggi che si riscontrano nell’utilizzo delle micelle sono molteplici. Tali 
sistemi infatti permettono di incorporare nel core idrofobico principi attivi 
poco solubili nei fluidi biologici, veicolandoli e proteggendo molti di essi da 
alterazioni chimiche e/o enzimatiche grazie allo shell idrofilo micellare, il 
quale garantisce anche la dispersione in acqua delle micelle. Molecole polari 
invece, piuttosto che essere incorporate all’interno di tali sistemi, potrebbero 
essere adsorbite sulla superficie delle micelle (Attwood and Florence, 1983). I 
farmaci veicolati da micelle, grazie alle piccole dimensioni di queste ultime, 
raggiungono spontaneamente aree in cui, le tecnologie tradizionali 
difficilmente riescono a raggiungere. Altra caratteristica importante di questi 
nanovettori è la possibilità di coniugare sulla loro superficie dei ligandi 
specifici per alcuni tessuti ciò permette di ottenere un direzionamento attivo 
verso una determinata regione dell’organismo e di aumentare l’efficacia 
farmacologica di un farmaco incorporato nelle micelle. Quindi le micelle 
polimeriche si sviluppano per una serie di vantaggi che offrono, infatti, oltre 
ad un controllo del rilascio del farmaco ne aumentano il tempo di permanenza 
in situ, favoriscono la biodistribuzione e la riduzione degli effetti collaterali. 
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6.1.1. Classificazione delle nanomicelle  
Le strutture delle micelle possono avere diverse forme : sferiche , cilindriche , 
lamellari , discoidali ecc. Le nanomicelle possono essere formate con l’uso di 
tensioattivi o di sistemi polimerici.I tensioattivi che vengono comunemente 
usati per la formazione delle nanomicelle sono: tensioattivi anionici (sodio 
dodecil solfato), cationici (dodecil-trimetilammonio bromuro), non ionici (n-
dodecyl tetra ethylene oxide, Vitamina E TPGS, l’octoxynol-40) e anfoteri 
(C8-lecithin). La coda dei tensioattivi è generalmente una lunga catena 
idrocarburica e meno frequentemente idrocarburi alogenati o ossigenati oppure 
catene di silossani (Rosen, MJ. 2004; Jones, MN, Chapman, D, 1995). I 
tensioattivi sono sostanze organiche che abbassano la tensione superficiale 
all’interfaccia tra due fluidi, agevolando la bagnabilità delle superfici o la 
miscibilità tra due liquidi immiscibili; essi formano le micelle quando vengono 
disciolti in acqua alle concentrazioni maggiori della loro concentrazione 
micellare critica (CMC). Un equilibrio tra forze intermolecolari in gioco quali 
le forze attrattive e repulsive delle porzioni idrofobe e idrofile delle molecole, 
le interazioni di Van der Waals, legami a idrogeno, l’ingombro sterico, sono 
cruciali nella formazione delle nanomicelle.. Inoltre, la forma e la dimensione 
delle nanomicelle possono essere modificate alterando la struttura chimica del 
tensioattivo oppure cambiando alcune condizioni quali: temperatura, 
concentrazione del tensioattivo,pH,ecc.  
Le nanomicelle polimeriche rappresentano una distinta classe di nanomicelle 
che vengono formate da copolimeri a blocchi anfifilici , essi comprendono sia 
unità monomeriche idrofile che idrofobe. Le micelle polimeriche hanno 
un’unica struttura “nucleo-parete” (in inglese core-shell) nel quale il core o 
nucleo interno funge da nano-contenitore di farmaci circondato da una parete 
polimerica idrofilica (Torchilin VP. 2001; Torchilin VP. 2007). Queste 
strutture sono costituite da catene polimeriche che si aggregano 
spontaneamente grazie alle interazioni ioniche che si instaurano tra le varie 
catene polimeriche. Il nucleo idrofobico è in genere formato da polimeri 
biodegradabili come il PBLA (poli(β-benzil-L-aspartato)(62) o il PDLLA 
(poli(DL-acido lattico)) o PCL (poli-ε-caprolattone), ma anche da polimeri 
solubili in acqua resi insolubili da modificazioni chimiche o dall’interazione 
con il farmaco es. P(Asp) che è (l’acido poliaspartico), o polimeri non o 
lentamente biodegradabili (es. polistirene o polimetilmetacrilati) che però 
devono essere completamente eliminati dall’organismo (limite è il PM). Il 
polimero che forma la struttura esterna (parete) è in genere un polimero 
biocompatibile idrofilico come il PEG (polietilenglicole) (Hidenori et al., 
2001) o il PEO (polietilenossido) che stabilizza la micelle polimerica nella 
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circolazione sistemica e che se opportunamente modificato può direzionare la 
struttura micellare verso uno specifico target cellulare. E‘ importante che ci sia 
un equilibro di idro/lipofilicità tra le catene polimeriche, poiché i polimeri con 
catene idrofile molto lunghe tendono ad non aggregarsi in acqua, mentre i 
polimeri con catene idrofobe molto lunghe tendono, invece, a formare delle 
lamelle(Zhang L, Eisenberg A. 2004). 
6.1.2. Metodi di preparazione delle micelle.  
Mentre le micelle formate da tensioattivi si formano quando, semplicemente, 
vengono a contatto con il solvente, le micelle polimeriche possono essere 
preparate con due diverse metodologie, cioè per dissoluzione diretta o per 
dialisi (Fig.15). Il primo metodo, adottato per copolimeri solubili in acqua, 
consiste nella dispersione del copolimero in un mezzo acquoso a temperatura 
ambiente o maggiore e ad una concentrazione superiore alla CMC. La 
preparazione per dissoluzione diretta di micelle polimeriche contenenti 
farmaco prevede che una soluzione di copolimero disciolto in acqua venga 
aggiunta ad una soluzione organica di principio attivo, oppure che un farmaco 
solubilizzato in un solvente organico volatile sia addizionato ad una soluzione 
acquosa di micelle preformate, facendo evaporare successivamente la fase 
organica. I copolimeri con una bassa solubilità in acqua sono invece convertiti 
in micelle attraverso il metodo della dialisi, che prevede la dissoluzione del 
copolimero in un solvente organico miscibile con acqua, come ad esempio 
dimetilsolfossido (DMSO), dimetilformammide (DMF), tetraidrofurano 
(THF), e successiva dialisi in acqua. L’incorporazione di farmaci apolari 
all’interno delle micelle è resa possibile dall’orientamento caratteristico core-
shell assunto dai copolimeri. Il principio attivo infatti, man mano che l’acqua 
viene spinta all’esterno del sistema, interagisce sempre di più con il core 
idrofobico, processo che avviene spontaneamente perché è energeticamente 
favorito . 
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Figura 15:Metodo di preparazione delle micelle:(1)dissoluzione 
semplice(2)dialisi(3)emulsione olio in acqua(4)evaporazione del solvente e 
(5)liofilizzazione 
 
 
6.1.3. Caratterizzazione delle nanomicelle 
Lo studio dimensionale e morfologico delle micelle polimeriche viene di 
norma effettuato attraverso misure di light-scattering, tecnica che consente di 
determinare dimensioni medie e geometria (es. di tipo sferico, ellissoidale, 
vescicolare o tubulare) (Cameron et al., 1999). 
 
Light scattering 
 
Una delle tecniche maggiormente utilizzate per la determinazione delle 
dimensioni delle nanomicelle è l’utilizzo della spettroscopia, che si basa sulla 
deviazione di un raggio laser quando esso attraversa una sospensione di 
nanomicelle (light scattering). 
Il funzionamento di tale strumento si basa sulla presenza di moti browniani 
delle nanomicelle sospese. Questi sono responsabili delle variazioni 
dell’intensità e dell’incidenza della luce deviata. Le dimensioni delle particelle 
influenzano la loro velocità di movimento, infatti particelle più piccole si 
muovono più rapidamente rispetto a particelle di dimensioni maggiori. Tali 
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movimenti inducono variazioni dell’ intensità della luce diffusa e dell’angolo 
di deviazione. L’intensità della variazione della luce diffusa dovuta ai moti 
browniani consente di calcolare il coefficiente di diffusione (D) delle particelle 
in sospensione, tramite un procedimento matematico detto autocorrelazione; 
tale coefficiente D è inversamente proporzionale al diametro delle particelle 
(d), secondo l’equazione di Stokes-Einstein: 
 
 
 = 3 
 
k =  costante di Boltzman (1.38 x 10-16 erg/K)  
T
 =  temperatura assoluta 
η =  viscosità del liquido disperdente 
d = diametro equivalente della particella, cioè il diametro di una sfera con 
proprietà idrodinamiche uguali a quelle della particelle reale.    
 
Questo metodo fornisce il diametro medio delle particelle. Inoltre, usando 
metodi matematici, è possibile scomporre la funzione di autocorrelazione in 
modo da ottenere la suddivisione delle particelle in popolazioni in base alle 
diverse dimensioni. 
Per la misurazione del diametro particellare è necessario utilizzare soluzioni 
con un’opportuna concentrazione che dipende dalle dimensioni delle stesse e 
dallo strumento utilizzato (potenza laser). Solitamente se una soluzione è 
troppo concentrata è possibile diluirla aggiungendo acqua distillata. 
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PARTE 
SPERIMENTALE 
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1. SCOPO DELLA TESI 
Lo scopo della presente tesi è stato quello di formulare Oleuropeina (OLE)e 
Resveratrolo (RSV), antiossidanti principali componenti dell’acqua di 
vegetazione dell’olio di oliva e della buccia dell’uva, rispettivamente, in 
strutture nanomicellari a potenziale applicazione oculare. L’attività 
antiossidante delle sostanze in esame, prese singolarmente o in miscela, è stata 
determinata mediante analisi spettrofotometrica utilizzando il saggio del 
DPPH. L’analisi è stata effettuata variando tempi di incubazione, mezzo di 
reazione e concentrazione di DPPH allo scopo di determinare le condizioni 
ottimali per evidenziare l’attività antiossidante.  Le nanomicelle sono state 
preparate miscelando due tensioattivi (vitamina E TPGS e octoxynol 40) a 
concentrazioni al di sopra della CMC (concentrazione micellare critica), con 
l’ingrediente attivo (OLE e RSV, da soli o in miscela) e diluendo sia in acqua 
che in tampone fosfato per avere una concentrazione di attivo e tensioattivi 
idonei alla somministrazione oculare. Il prodotto ottenuto è stato caratterizzato 
dal punto di vista dimensionale mediante  light scattering, e delle modalità di 
rilascio dell’ingrediente attivo utilizzando le celle di diffusione verticali di tipo 
Gummer. Inoltre le nanomicelle sono state nuovamente sottoposte al saggio 
del DPPH allo scopo di verificare il mantenimento anche in forma micellare 
delle proprietà antiossidanti dei due attivi. Il fine ultimo della presente tesi 
sarebbe quello di veicolare l’acqua di vegetazione dell’olio di oliva nelle 
strutture nanomicellari preparate. L’acqua di vegetazione è stata raccolta in 
frantoio, è stata sottoposta a trattamenti di chiarificazione ed è stata verificata 
l’attività antiossidante.  
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2. Materiali  
Sono stati utilizzati i seguenti materiali: 
- 2,2-Difenil-1-picril-idrazil (DPPH, Sigma-Aldrich, Milano) 
- 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylene glycol (Octoxynol-40, 
Igepal CA-630, Sigma-Aldrich, Milano) 
- Acido acetico glaciale (Carlo Erba reagents S.P.A. , Milano) 
- Acido ascorbico (AA, Sigma-Aldrich, Milano) 
- D-α-tocoferil polietilenglicole 1000 succinato (Vitamina E TPGS, 
Kolliphor, BASF SE, Ludwigshafen Germany) 
- Oleuropeina 80% (OLE, Sigma.Aldrich, Milano) 
- Oleuropeina 98% (OLE-1, Sigma-Aldrich, Milano 
- Resveratrolo 99% (RSV, Sigma-Aldrich, Milano) 
- Sodio acetato triidrato (Riedel de Haen, Sigma-Aldrich, Milano) 
- Tocoferolo acetato (Vit. E-AC,  A.C.E.F. s.p.a. , Piacenza) 
- α - Tocoferolo 97 % (Vit. E, Sigma-Aldrich, Milano) 
 
Tutti i solventi utilizzati sono di grado analitico. 
 
2.1. Oleuropeina  
 
Le principali classi dei polifenoli dell’olio d’oliva possono avere sia una 
struttura semplice, come gli acidi fenolici e gli alcool fenolici, che complessa, 
quali i flavonoidi, i secoiridoidi ed i lignani. L’OLE è il secoiridoide più 
importante ed il principale tra i polifenoili dell’olio d’oliva, è l’estere tra 
l’idrossitirosolo e l’acido elenoico. È presente in quantità molto elevate nelle 
foglie dell’olivo, come anche in tutte le parti del frutto, buccia, polpa e 
nocciolo compreso. L'OLE (Fig. 16) concorre a formare il sapore amaro delle 
olive e delle foglie di olivo: il sapore amaro è importante in quanto difende la 
pianta dagli attacchi parassitari. Durante la maturazione dell'oliva, essa si 
scinde per idrolisi e svolge una spiccata funzione antiossidante; inoltre, 
stimola la proliferazione cellulare e la sintesi di collagene ed elastina, inibendo 
gli enzimi implicati nella loro degradazione, (Carrasco et al, 2005). 
 
 
 
 
 
  
2.2. Resveratrolo 
 
L’interesse per l’RSV 
dieta è molto ricca di acidi grassi saturi e colesterolo, l’incidenza di 
coronopatie è più bassa rispetto a quella rilevata in altri paesi aventi una dieta 
simile ma un consumo minore di vini (
è stata denominata “Paradosso francese”
elevato consumo di vino della popolazio
fattori, quali pressione ematica, massa corporea, abitudine al fumo, così 
diversi da spiegare questa differenza. E’ quindi al vino, a quello rosso in 
particolare, che viene attribuita
la popolazione francese dalle altre del mondo occidentale.
è stato attribuito alle seguenti proprietà:
• attività antiossidante
• attività antinfiammatoria e vasoprotettiva
• attività antimutagena, antiproliferativa ed antican
Nell’acino dell’uva vengono sintetizzati tre principali 
fenolici: acidi fenolici, stilbeni e flavonoidi. RSV appartiene alla classe degli 
stilbeni, composti naturali prodotti da diverse famiglie di piante in risposta a 
stress come esposizione ai funghi, irraggiamento UV o trattamento con ioni di 
metalli pesanti (ad esempio rame o mercurio). RSV 
isomeriche cis e trans, ma quest’ultima è risultata essere la forma 
biologicamente più attiva. Il trans
307 nm, mentre il cis-
potente antiossidante, più efficace anche dei flavoniodi perché agisce 
principalmente “a monte” della reazione
rame come catalizzatore, infatti esso è un chelante dello ione Cu
quindi l’elevata propensione delle LDL
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Figura16: Struttura dell’Oleuropeina 
 
 
 
(Fig. 17) è iniziato osservando che in Francia, dove la 
Renaud et al., 1992). Questa situazione 
 e viene spiegata dal peculiare ed 
ne francese; infatti non ci sono altri 
 l’importante proprietà protettiva
 L’effetto protettivo 
 
 
 
cerogena
classi di 
si trova nelle due forme 
-RSV assorbe ad una lunghezza d’onda di 
RSV assorbe ad una lunghezza d’onda di 2
 di ossidazione, rendendo inattivo il 
 (low density lipoprotein )
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composti 
80 nm. È un 
²
+
 impedendo 
 a legarsi con 
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il rame che andrebbe in contro a perossidazione lipidica. (Belguendouz  et al., 
1997),( Kamiyama et al., 2009). 
 
Figura 17: Struttura del cis- e trans-Resveratrolo 
 
 
 
 
 
 
2.3. Olio e acque di vegetazione 
 
L’olio di oliva viene estratto dalle olive  attraverso varie fasi fondamentali che 
sono comuni ai differenti metodi di produzione (Fig. 18 ) e si possono così 
schematizzare: 
• Operazioni preliminari con lo  scopo di preparare le olive alla lavorazione 
(es lavaggio) 
• Molitura che ha lo scopo di rompere le pareti delle cellule e far fuoriuscire i 
succhi. Il prodotto di questa fase è generalmente indicato con il termine 
di pasta d'olio, composta da olio, acqua e parti solide. La molitura 
consiste nella prima fase di estrazione vera e propria. Le olive sono 
sottoposte ad azioni meccaniche che provocano la rottura della parete 
cellulare e delle membrane con la conseguente fuoriuscita dei succhi 
cellulari e dell'olio. Questa azione è affidata allo sfregamento dei 
frammenti del nocciolo sulle polpe oppure all'urto di dispositivi 
meccanici in rotazione ad alta velocità nella massa delle polpe. Il 
prodotto ottenuto da questa fase nella maggior parte degli impianti è la 
pasta d'olio La molazza è lo strumento tradizionalmente usato, derivato 
concettualmente dalle antiche macine in pietra: l'azione meccanica è 
esercitata dalla rotazione di una o più grandi ruote in pietra 
(generalmente in granito) sulla massa in lavorazione. 
• Gramolatura. È un rimescolamento della pasta d'olio ed ha lo scopo di 
rompere l'emulsione fra olio e acqua e facilitarne la separazione nella 
fase successiva. La gramola è in sostanza una vasca in acciaio in cui 
ruotano pale elicoidali che, ruotando ad una velocità di 20-30 giri al 
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minuto, mantengono in lento rimescolamento la pasta d'olio 
(flottazione). L'azione del rimescolamento rompe l'emulsione 
migliorando poi la resa in mosto d'olio nella successiva fase 
d'estrazione. 
• Estrazione del mosto d'olio. Ha lo scopo di separare la fase liquida, 
l'emulsione acqua-olio, dalla fase solida, la sansa. La sansa è composta 
dai residui solidi delle bucce, della polpa, dei semi e dai frammenti dei 
noccioli (nocciolino). L'emulsione acqua-olio è generalmente indicata 
con il termine di mosto d'olio. In realtà il mosto contiene anche un 
residuo solido, detto morchia, che resta in sospensione nell'emulsione. 
L'estrazione è attuata con sistemi alternativi che sfruttano principi 
meccanici concettualmente differenti. In ragione di queste differenze il 
mosto d'olio e la sansa hanno caratteristiche differenti secondo il 
metodo d'estrazione impiegato, ma vanno messe in evidenza anche 
profonde differenze nell'impianto, nella qualità del prodotto, 
nell'organizzazione del lavoro e nella stessa gestione. L’estrazione può 
avvenire per  pressione o per centrifugazione. Nel primo caso, la 
pressione si attua in un pressa idraulica aperta disponendo la pasta 
d'olio su strati sottili alternati a diaframmi filtranti in una torre 
carrellata. Nel caso del processo a centrifugazione, la pasta d'olio è 
sottoposta ad una centrifugazione in un tamburo conico ruotante ad asse 
orizzontale (detto comunemente decanter). La centrifugazione opera in 
genere ad una velocità di rotazione di 3000-3500 giri al minuto. Per 
effetto del differente peso specifico la centrifugazione separa 2 o 3 fasi 
a seconda del tipo di decanter utilizzato. 
• Separazione dell'olio d'oliva. Il mosto d'olio ottenuto dall'estrazione contiene 
sempre una quantità residua d'acqua che viene separata per effetto della 
differente densità dei due liquidi attraverso la decantazione o la 
centrifugazione verticale. La decantazione è il metodo tradizionale 
basato sulla non miscibilità dell'olio e dell'acqua. In fase di riposo l'olio, 
essendo più leggero, tende ad affiorare in superficie separandosi 
dall'acqua. Il mosto d'olio, appena ottenuto con la spremitura, subisce 
una prima separazione che permette di ottenere un prodotto di maggiore 
qualità. La centrifugazione viene eseguita in separatori centrifughi, 
serbatoi cilindrici contenenti il tamburo ruotante costituito da una serie 
di dischi conici forati e sovrapposti. 
Le acque di vegetazione utilizzate nella presente tesi sono state ottenute 
attraverso il sistema a pressione tradizionale.  
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Figura 18:Processo estrattivo dell’olio d’oliva con il metodo tradizionale 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’olio d’oliva vergine (VOO) è un costituente fondamentale della dieta 
mediterranea, e proprio all’VOO è stato riconosciuto un ruolo importante nella 
salute umana. Le attività biologiche dell’olio d’oliva vergine (antiossidante, 
antinfiammatoria, anti-cancro, chemoprottetiva) sono state associate da 
numerosi ricercatori alla presenza di potenti antiossidanti, come per esempio i 
fenoli idrofilici. Questi composti fenolici idrofilici rappresentano un gruppo di 
metaboliti secondari che non sono generalmente presenti in altri oli o grassi. Il 
VOO contiene differenti classi di fenoli, come acidi fenolici e alcoli, 
flavonoidi, lignani e secoiridoidi (Servili et al., 2011). 
I composti fenolici sono dei metaboliti secondari di tutto il regno vegetale e si 
inseriscono nella dieta umana attraverso il consumo di alimenti di origine 
vegetale. Per quanto riguarda l’oliva, i composti fenolici sono sintetizzati 
originariamente dalla pianta come difesa nei confronti di molti agenti patogeni 
(Bianco et al. 1999), ma molti dei fenoli presenti nell’VOO si formano durante 
il processo di estrazione a partire da quelli già presenti nella drupa. Durante la 
frangitura, gramolatura ed estrazione i composti fenolici della drupa vengono 
biotrasformati (Pannelli et al.1991). 
L’acqua di vegetazione (AV) è l’acqua che esce dal decanter in fase di 
estrazione. Le acque di vegetazione ( Azaizeh et al., 2012) presentano una 
colorazione scura che può arrivare sino al nero e sono caratterizzate da un 
odore tipico, piuttosto intenso, che ricorda quello della drupa da cui derivano. 
Sono costituite sostanzialmente di una soluzione acquosa di sostanze 
OLIVE 
LAVAGGIO 1)MOLITURA 
2)GRAMOLATURA 
PRESSATURA 
OLIO + ACQUA 
SANSA 
CENTRIFUGAZIONE 
OLIO ACQUE DI VEGETAZIONE 
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organiche (in particolare di zuccheri riduttori, ma anche acidi organici, 
polialcoli) e minerali (potassio, fosforo, calcio) che può contenere in 
sospensione del materiale solido vegetale sfuggito nella fase di separazione del 
mosto oleoso. Il pH si aggira attorno ad un intervallo di 4-6. E’ interessante 
l’elevato contenuto in composti fenolici, alcuni dei più rappresentativi sono 
riportati in tabella 1(Servili et al., 2011).  
La componente organica contiene proteine, lipidi, zuccheri solubili (glucosio, 
saccarosio, fruttosio), polisaccaridi (emicellulose e pectine), oligosaccaridi, 
polioli.. Nell’AV, il contenuto in fenoli può raggiungere i 10 g/L: questa 
quantità rappresenta il 98% dei fenoli presenti inizialmente nella drupa, 
solamente il 2% dei fenoli è trasferito all’olio ( Tessarolo D., 2013).  
 
 
Tabella 1: Principali composti fenolici presenti nell’acqua di vegetazione 
delle olive  
 
Composto fenolico  Quantità, 
g/L 
Tirosolo  0,02 
l-idrossitirosolo  0,01 
Oleuropeina aglicone  4,10 
Verbascoside 0,70 
 
3. Metodi 
 
3.1. Valutazione dell’attività antiossidante mediante analisi 
spettrofotometrica seguendo il saggio del DPPH 
La tecnica più frequentemente usata per valutare l’attività antiossidante 
prevede di generare un catione radicale cromoforo come il 2,2-difenil-1-picril-
idrazile (DPPH) stabile in virtù della delocalizzazione di un elettrone spaiato 
sopra l’intera molecola con picco di assorbimento alla lunghezza d’onda di 
525 nm (colorazione violetta) e di valutare la capacità dell’antiossidante come 
diminuzione del picco di assorbimento. Quando la soluzione di DPPH viene a 
contatto con una sostanza in grado di donare un atomo di idrogeno o accettare 
un elettrone (specie riducente o antiossidante), si ha la riduzione del DPPH nel 
corrispondente composto idrazinico con conseguente perdita del colore 
violetto. Il composto idrazinico infatti risulta debolmente colorato di giallo 
pallido per la presenza del gruppo picrilico. La scomparsa della specie 
radicalica, indice dell’attività antiossidante della sostanza in esame, viene 
determinata per via spettrofotometrica come variazione dell’assorbanza alla 
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lunghezza d’onda di 525 nm. Il parametro che fornisce indicazioni sulla 
capacità antiradicalica è il valore di assorbanza residua che è influenzata dal 
rapporto molare tra antiossidante e DPPH e non dipende dal comportamento 
cinetico dell’antiossidante. Per paragonare l’attività antiradicalica di varie 
specie antiossidanti è necessario utilizzare uno stesso rapporto molare tra 
antiossidante e DPPH ed eseguire la lettura allo stato stazionario. I limiti di 
questa tecnica analitica sono dati dalla possibilità che i risultati siano falsati 
nel caso in cui le molecole in esame assorbano nello stesso range di lunghezza 
d’onda del radicale DPPH o in presenza di molecole di grandi dimensioni 
ingombrate stericamente che non arrivano a reagire con la parte reattiva del 
radicale. Ciò determina che il DPPH reagisca con gli antiossidanti fino a 1000 
volte più lentamente rispetto ai radicali perossilici (Brand et al, 1995). 
3.1.1.Preparazione del reattivo di DPPH 
Allo scopo di trovare le condizioni di temperatura e di tempo di incubazione in 
cui l’analisi spettrofotometrica del reattivo è più sensibile, sono state effettuate 
diverse prove. La soluzione di reattivo è stata preparata giornalmente 
solubilizzando il DPPH in etanolo alla concentrazione di 200 µM e mantenuta 
al riparo dalla luce; 2 ml di tale soluzione viene addizionata a 4 ml di acqua 
distillata (1:2). La soluzione ottenuta (A), una volta raggiunta la temperatura 
di 20°C, viene suddivisa in 5 aliquote. La prima viene analizzata                                                            
spettrofotometricamente a 525 nm utilizzando come bianco una soluzione 
costituita da 2 ml di etanolo assoluto e 4 ml di acqua distillata. Le successive 
aliquote vengono analizzate dopo 5, 10, 30 e 60 minuti, alla temperatura di 
20°C. 
Successivamente lo stesso esperimento è stato effettuato alla temperatura di 37 
°C: la soluzione di DPPH denominata A è stata mantenuta in stufa a 37°C ed è 
stata valutata l’assorbanza a 525 nm immediatamente dopo il raggiungimento 
della temperatura in oggetto e ai tempi prestabiliti di 5, 10, 30 e 60 minuti.  
La curva di calibrazione del DPPH nel mezzo di reazione è stata effettuata 
preparando due soluzioni madri a concentrazioni note di DPPH in etanolo. 
Opportune aliquote delle soluzioni madre sono state diluite con etanolo ad un 
volume finale di 5 ml e analizzate spettrofotometricamente (λ = 525 nm), 20°C. 
(Om et al, 2009). 
 
3.1.2.Preparazione dei campioni di riferimento 
 
L’AA è stato solubilizzato in acqua alla concentrazione di 600µg/ml, 
(soluzione madre 1) e 275 µg/ml (soluzione madre 2). Aliquote delle soluzioni 
madre sono state diluite a 4 ml con acqua ottenendo le seguenti 
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concentrazioni: 5 , 10, 15, 50 e 100 µg/ml (0,03, 0,06, 0,08, 0,30, 0,60 µmol/ml) 
utilizzando la soluzione madre 1 e 1.85, 3.70, 5.55, 18.50 ,37.00 µg/ml (0,01, 
0,02, 0,03, 0,10 ,0,20). dalla soluzione madre 2. 
2 ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto sono stati addizionati a 4 ml delle 
soluzioni preparate e la risultante soluzione, mantenuta a 20°C per 10 minuti 
veniva analizzata spettrofotometricamente a 525 nm. La soluzione costituita 
da 2 ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto e 4ml di acqua distillata è stata 
usata come controllo contro un bianco rappresentato da etanolo/acqua (1:2).  
La Vit.E e la VitE-AC sono state solubilizzate in etanolo alla concentrazione 
di 15mg/ml (soluzione madre). 50, 100, 150, 200, 300 µl delle soluzioni madre 
sono stati diluiti a 1 ml con etanolo ottenendo, rispettivamente, le 
concentrazioni di 5 , 10, 15, 20 e 30 µg/ml corrispondenti a 0.01 , 0.02 , 0.03 , 
0.10 , 0.20 µmoli/ml. 40 µl di ciascuna soluzione pr addizionati ad una 
soluzione costituita da 2 ml di DPPH 200 µM in etanolo e 4 ml di tampone 
acetato 0,1 M (pH=5.5) che veniva usata come controllo. Lo stesso test è stato 
effettuato usando l’etanolo al posto del tampone acetato. La lettura allo 
spettrofotometro veniva effettuata dopo 10 minuti di incubazione a 20 C 
contro un bianco di etanolo assoluto/tampone acetato 0,1 M, pH= 5.5 (1:2). 1 
litro di tampone acetato pH 5.5 è stato preparato unendo 150 ml di una 
soluzione 0.1M di acido acetico e 850 ml di una soluzione alla stessa molarità 
di acetato di sodio triidrato. Il pH della soluzione è stato confermato al 
pHmetro (Misato et al, 1994), (Valèria et al, 2003). 
Tutte le analisi vengono effettuate in duplicato. 
 
3.1.3.Preparazione delle sostanze da analizzare 
 
RSV è stato solubilizzato in etanolo alla concentrazione di 400 µg/ml 
(soluzione madre). 35, 70, 100, 350, 700 µl della soluzione madre vengono 
diluiti sia in etanolo che in acqua per ottenere rispettivamente le 
concentrazioni di 2.3, 4.6, 6.9, 22.8, 45.6 µg/ml pari a 0.01, 0.02, 0.03, 0.10, 
0.20 µmoli/ml. 2 ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto sono stati 
addizionati a 4 ml delle soluzioni preparate e la risultante soluzione, 
mantenuta a 20°C per un tempo di incubazione di 10 e 30 minuti veniva 
analizzata spettrofotometricamente a 525 nm. La soluzione costituita da 2 ml 
di DPPH 200 µM in etanolo assoluto e 4ml di etanolo/acqua è stata usata 
come controllo contro un bianco rappresentato da solo etanolo e da 
etanolo/acqua (1:2).  
OLE è stata solubilizzata in etanolo alla concentrazione di 650 µg/ml 
(soluzione madre). 50, 100, 150, 500, 1000 µl della soluzione madre vengono 
diluiti in acqua per ottenere rispettivamente 5.4, 10.8, 16.2, 54.0, 108.0 µg/ml 
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(0.01, 0.02, 0.03, 0.10, 0.20 µmoli/ml, rispettivamente). 2 ml di DPPH 200 
µM in etanolo assoluto sono stati addizionati a 4 ml delle soluzioni preparate e 
la risultante soluzione, mantenuta a 20°C per 10 minuti, veniva analizzata 
spettrofotolmetricamente a 525 nm. La soluzione costituita da 2 ml di DPPH 
200 µM in etanolo assoluto e 4ml di acqua è stata usata come controllo contro 
un bianco rappresentato da etanolo/acqua (1:2).  
OLE e RSV alle concentrazioni 0,01, 0,02, 0,03 µmoli/ml, rispettivamente, 
ottenute come sonpra indicato, sono stati analizzati anche in associazione. 2 
ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto sono stati addizionati a 4 ml delle 
soluzioni preparate e la risultante soluzione, mantenuta a 20°C per 10 minuti, 
veniva analizzata spettrofotolmetricamente a 525 nm. La soluzione costituita 
da 2 ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto e 4ml di acqua è stata usata 
come controllo contro un bianco rappresentato da etanolo/acqua (1:2) (Tabella 
2).  
Tutte le analisi vengono effettuate in duplicato. 
 
Tabella 2. Condizioni di analisi dell’associazione OLE e RSV 
Associazione OLE, 
µmol/ml 
RSV, 
 µmol/ml  
DPPH µM 
µM 
Rapp.Vol. 
ml  
OR-1 0,01 0,01 200 1:1:1 
OR-2 0,02 0,02 200 1:1:1 
OR-3 0,03 0,03 200 1:1:1 
 
Nel caso di AV, i campioni vengono sottoposti a chiarificazione per 
centrifugazione a 4000 rpm per 45 minuti. Si ha la separazione di tre fasi: una 
semisolida, una acquosa ed una oleosa. Viene raccolta la fase acquosa e 
scartata le fasi semisolida ed oleosa. La fase acquosa viene filtrata con carta da 
filtro per eliminare ulteriori residui. Il filtrato viene ulteriormente centrifugato 
a 12000 rpm per 15 minuti. Il surnatante viene filtrato prima da un prefiltro da 
0,45 micrometro e successivamente da un filtro a membrana da 0,22 
micrometro ottenendo un prodotto limpido. L’attività antiossidante del 
prodotto ottenuto è stata determinata utilizzando il saggio del DPPH. . 2 ml di 
DPPH 200 µM in etanolo assoluto sono stati addizionati a 4 ml del surnatante 
e la risultante soluzione, mantenuta a 20°C per 10 minuti, veniva analizzata 
spettrofotolmetricamente a 525 nm. La soluzione costituita da 2 ml di DPPH 
200 µM in etanolo assoluto e 4ml di acqua è stata usata come controllo contro 
un bianco rappresentato da etanolo/surnatante dell’acqua di vegetazione (1:2) 
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3.2. Preparazione delle nanomicelle contenenti OLE e RSV  
 
Le nanomicelle sono state ottenute utilizzando una miscela di due tensioattivi, 
vitamina E TPGS e octoxynol-40,  in rapporto 4,5 : 2,0.   
La Vitamina E-TPGS (d-α-tocoferil polietilenglicole 1000 succinato) è un 
derivato della vitamina E naturale ottenuto per esterificazione del 
polietilenglicole 1000 con d-α-tocoferil succinato che la rende completamente 
solubile in acqua e altamente stabile. Si presenta in forma solida con un punto 
di fusione di 37-41°C. Octoxynol-40 (4-1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-
polyethylene glycol) è un un tensioattivo non ionico, liquido, solubile in 
acqua. La Vit. E TPGS ha una CMC di 0,025 % wt mentre l’octoxynol-40 ha 
una CMC di 0,012 % wt. L’associazione Vit.E TPGS/octoxynol-40 (4,5 : 2,0) 
ha una CMC di 0,107 % wt. (Cholkar et al, 2014) ). 
Le formulazioni nanomicellari (FN) usate in questa tesi  sono state così 
preparate: 
FN1:  225 mg di Vitamina E TPGS vengono pesati in una vial e sottoposti a 
fusione alla temperatura di circa 50°C a bagnomaria. Al prodotto formato 
vengono addizionati  10 ml di acqua distillata, precedentemente riscaldata a 
40°C. 
FN2: 225 mg di Vitamina E TPGS e 100 mg di Octoxynol-40 vengono pesati 
in una vial e sottoposti a fusione alla temperatura di circa 50°C a bagnomaria. 
Al prodotto formato vengono addizionati 10 ml di acqua distillata, 
precedentemente riscaldata a 40°C. 
FN3: 225 mg di Vitamina E TPGS e 2,28 mg di OLE vengono pesati in una 
vial e sottoposti a fusione alla temperatura di circa 50 gradi a bagnomaria. Al 
prodotto formato vengono addizionati 10 ml di acqua distillata, 
precedentemente riscaldata a 40°C, ottenendo una concentrazione 
dell’ingrediente attivo di 0,228 mg/ml. Durante la preparazione la 
formulazione viene mantenuta al riparo dalla luce.  
FN4: 2,43 mg di OLE, 225 mg di Vitamina E TPGS e 100 mg di Octoxynol-
40 vengono pesati in una vial e sottoposti a fusione alla temperatura di circa 
50 gradi a bagnomaria. Al prodotto formato vengono addizionati 10 ml di 
acqua distillata, precedentemente riscaldata a 40°C. La concentrazione di 
ingrediente attivo è di  0,243 mg/ml. Durante la preparazione la formulazione 
viene tenuta al riparo dalla luce. 
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FN5: 2,26 mg di RSV, 225 mg di Vitamina E TPGS e 100 mg di Octoxynol-
40 vengono pesati in una vial e sottoposti a fusione alla temperatura di circa 
50 gradi a bagnomaria. Al prodotto formato vengono addizionati  10 ml di 
acqua distillata, precedentemente riscaldata a 40°C. La concentrazione di 
ingrediente attivo è di 0,226 mg/ml. Durante la preparazione la formulazione 
viene tenuta al riparo dalla luce . 
FN6: 100 mg di Octoxynol-40 vengono pesati in una vial e dispersi in  10 ml 
di acqua distillata, precedentemente riscaldata a 40°C per formare la 
dispersione colloidale. 
 
Tutte le formulazioni nanomicellari vengono lasciate sotto agitazione 
overnight ottenendo  soluzioni perfettamente limpide. In tabella 3 è riportato 
uno schema riassuntivo della composizione quantitativa delle formulazioni 
nanomicellari. 
Tabella 3 Composizione quantitativa (mg/ml) delle preparazioni 
nanomicellari preparate 
 
Formulazione Vitamina E TPGS Octoxynol-40 OLE RSV 
FN1 22,50 - - - 
FN2 22,50 10,00 - - 
FN3 22,50 - 0,228 - 
FN4 22,50 10,00 0,243 - 
FN5  22,50 10,00 - 0,226 
FN6 - 10,00 - - 
 
3.3. Caratterizzazione delle formulazioni nanomicellari 
3.3.1. Analisi dimensionale 
Le misurazioni dei diametri idrodinamici delle sostanze allo studio sono 
state effettuate mediante Dynamic Light Scattering (DLS) utilizzando lo 
strumento Coulter® N4 Plus submicron particle sizer (Coulter 
corporation) provvisto di un laser He-Ne (λ=632,8 nm). L’apparato 
sperimentale utilizzato è costituito da una parte meccanico-ottica di 
rivelazione ed una elettronica di controllo ed elaborazione (software N4 Plus). 
I campioni sono stati analizzati in cuvette di polistirene; prima di ciascuna 
analisi lo strumento è stato impostato con i dati relativi a: i valori di viscosità 
  
(1,002 cP) e indice di rifrazione (1,33
temperatura (20°C) e il numero di ripetizioni per ciascuna analisi (3). Le 
concentrazioni delle vari
range di intensità di misura di 5
state sottoposte ad analisi dimensionale le soluzioni acquose di oleuropeina e 
resveratrolo, dei singoli tensioattivi e del
preparazioni nanomicellari. La soluzione di resveratrolo è stata sonicata per 30 
min prima dell’analisi. 
impostando: 
angolo di misura: 90° 
run time: 200 secondi 
tempo di equilibrazione: 3
range di misura: min 1 nm, max 5000 nm, bins 31
Il software di elaborazione dati applica una correlazione CONTIN per ottenere 
la distribuzione dei diametri idrodinamici de
A titolo esemplificativo in fig. 4 è m
effettuata.  
Figura 19
3.3.2. Studi di rilascio in vitro 
Gli studi di rilascio in vitro sono stati eseguiti utilizzando celle di diffusione 
verticale di tipo Gummer (
La cella di diffusione è composta da un compartimento ricevente avente un 
volume pari a 5,4 ml ed area diffusionale pari a 
agitazione con un agitatore magnetico ad una velocità costante di 600 
giri/minuto, e la temperatura del compartimento ricevente veniva controllata 
mediante circolazione di acqua termostatata a 32
cella. Nel presente studio è stata usata, come fase ricevente,  acqua milliQ. Tra 
i due compartimenti viene posta un
off=6-8,000) in etilcellulosa scelta, in funzione dei PM dell’OLE (PM=540) e 
del RSV (PM=228), previamente idratata in acqua overnight.
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la miscela di questi, oltre alle 
Tutte le acquisizioni dei dati sono state condotte 
 minuti 
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lle sostanze disperse
ostrato un grafico relativo ad un’analisi
: Analisi dimensionale mediante DLS.
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-
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Figura 20: Cella di diffusione verticale di tipo Gummer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Come fase donatrice è stato utilizzato 1 ml di soluzione acquosa delle 
formulazioni nanomicellari con o senza gli attivi (FN4,FN5, FN6). Come 
confronto è stata sottoposta allo studio di rilascio la soluzione/dispersione 
acquosa dell’ingrediente attivo: soluzione allo 0.0300% di OLE (SOL-OLE) e 
dispersione allo 0.0223% di RSV (DISP-RSV). In tutti i casi, ad opportuni 
intervalli di tempo, venivano prelevati dal compartimento ricevente 5.4 ml di 
soluzione ricevente, sostituendoli con ugual volume d’acqua fresca. I prelievi 
venivano eseguiti ogni 15 minuti per la prima ora e ogni 30 minuti fino al 
termine dell’esperimento. Gli esperimenti  avevano una durata di 4 ore e 
venivano eseguiti in triplicato. 
La quantità di ingrediente attivo presente nella fase ricevente  a ciascun tempo 
era determinata mediante analisi HPLC. 
 
Compartimento donatore 
Entrata e uscita 
della fase ricevente 
Entrata e uscita 
dell’acqua 
termostatata 
Compartimento ricevente 
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3.3.3. Valutazione dell’attività antiossidante delle nanomicelle a base di 
OLE e RSV 
 
Per valutare l’attività antiossidante delle formulazioni nanomicellari è stato 
utilizzato il metodo del DPPH, precedentemente descritto. Le 5 formulazioni 
(vedi Tabella 3) sono state diluite  in rapporto 1:20 in acqua. 2 ml di DPPH 
200 µM in etanolo assoluto sono stati addizionati a 4 ml delle formulazioni 
nanomicellari preparate e la risultante soluzione, mantenuta a 20°C per un 
tempo di incubazione di 10 minuti, veniva analizzata spettrofotometricamente 
a 525 nm. La soluzione costituita da 2 ml di DPPH 200 µM in etanolo assoluto 
e 4 ml di etanolo/acqua è stata usata come controllo contro un bianco 
rappresentato da solo etanolo e da etanolo/acqua (1:2).  
 
3.4. Analisi quantitativa dell’OLE e del RSV mediante HPLC 
 
La determinazione quantitativa del RSV e dell’OLE è stata effettuata mediante 
cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC). L’apparecchiatura era 
costituita da una pompa Shimadzu LC-20AD con rilevatore Shimadzu UV 
SPD-10 , costituito da campionatore automatico SIL-10AD VP . La valvola di 
iniezione era una Rheodyne con capacità pari a 20 µl. E’ stata usata la colonna 
a fase inversa, LICHROCART C18 (250x4 mm) impaccata con fase da 5µm. 
La fase mobile era costituita da una miscela di acqua MilliQ , acetonitrile e 
acido acetico glaciale (70:30:0,1). Tutti i solventi utilizzati erano HPLC grade 
e sono stati degassati prima dell’uso. Il flusso era 0,5ml/min per l RSV e 0,5 
ml/min per l’OLE e la pressione media risultante era di 90 kgF/cm². La 
lunghezza d’onda di rivelazione è stata 306 nm per l’RSV e 230 nm per l’OLE 
.e i tempi di ritenzione erano di 17 minuti e 10 min rispettivamente. (Ratola et 
al, 2004). 
I test sono stati eseguite in tampone Sorensen ed in acqua 
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4. RISULTATI e DISCUSSIONE 
L’obiettivo del presente studio era preparare una soluzione acquosa, 
trasparente contenente nanomicelle cariche di prodotti antiossidanti da 
somministrare a livello oculare. Gli agenti antiossidanti selezionati sono stati 
l’OLE (di natura prettamente idrofila), il RSV, come principi attivi puri, e 
l’acqua di vegetazione, prodotto di scarto del processo di estrazione dell’olio 
di olive. Le nanomicelle sono il sistema più comunemente usato per formulare 
principi attivi in soluzioni acquose trasparenti. Sono generalmente ottenute 
con l’uso di molecole anfifile (es. tensioattivi) ed hanno indotto notevole 
attenzione le formulazioni nanomicellari per l’applicazione oculare per 
l’elevata capacità di incapsulazione degli ingredienti attivi, la facilità di 
preparazione, le piccole dimensioni e la formazione di una corona idrofila che 
permette di solubilizzare in acqua sostanze lipofile. La formulazione 
nanomicellare può aumentare la biodisponibilità di agenti attivi nei tessuti 
oculari. Sono numerosi gli esempi di utilizzo delle nanomicelle per veicolare 
farmaci  (es. antiinfiammatori steroidei e non, antiangiogenici, 
fotosensibilizzanti dendritici usati nella terapia fotodinamica) nell’area 
precorneale e nelle strutture interne dell’occhio (in particolare la camera 
posteriore) con notevole aumento di biodisponibilità (Patel et al., 2013). In 
questa ricerca sono state preparate due formulazioni nanomicellari contenenti 
RSV o OLE, due antiossidanti di origine naturale.  
La capacità antiossidante di OLE e RSV, da soli o in associazione, è stata 
valutata mediante test spettrofotometrico di inibizione del radicale DPPH. In 
una prima fase della tesi sono state ricercate le condizioni di temperatura e 
tempo di incubazione in cui l’analisi spettrofotometrica del reattivo DPPH era 
più sensibile. I risultati ottenuti sono riportati in figura 21 come variazione di 
assorbanza del DPPH nel tempo alle due diverse temperature esaminate (20°C 
e 37°C). Come evidente dal grafico l’analisi spettrofotometrica consentiva di 
evidenziare picchi di assorbanza maggiori a 20°C rispetto a quelli ottenuti a 
37°C, a parità di concentrazione. Alla luce di quanto riscontrato, è stata quindi 
costruita una curva di calibrazione del DPPH in etanolo a 20°C (figura 22). La 
curva ottenuta era lineare nell’intervallo di concentrazioni prescelto ( 
r
2
=0.9868). Una seconda fase della tesi è stata dedicata alla messa a punto del 
saggio del DPPH utilizzando come substrato antiossidanti già noti, quali AA, 
VitE e VitE-AC, da utilizzare successivamente come controllo positivo.  
Nel caso delle Vit. E e VitE-AC le letture spettrofotometriche sono state 
condotte diluendo i principi attivi in tampone acetato 0.1M oppure in etanolo, 
al fine di verificare quale fosse la migliore condizione sperimentale. Data 
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invece la buona solubilità dell’AA in acqua, in questo caso le diluizioni sono 
state fatte in acqua depurata.  
Il tempo di incubazione da utilizzare in questa serie di saggi è stato 
determinato sperimentalmente misurando la percentuale di inibizione di una 
soluzione di VitE 15 µg/ml in tampone acetato 0.1M a diversi tempi di 
incubazione (10, 20, 30 e 60 minuti). Come evidente dai dati riportati in 
tabella 4, il tempo ottimale per condurre il saggio era di 10 minuti, in accordo 
ai dati di letteratura. 
Le curve di inibizione ottenute per la Vit.E e VitE-AC nei diversi solventi 
sono riportate in figura 23 come percentuale di inibizione rispetto alla 
concentrazione di principio attivo. In entrambi non sono stati riscontrate 
variazioni dell’attività antiossidante al variare del sovente utilizzato. 
In figura 24 è invece riportato il profilo di inibizione del DPPH in presenza di 
concentrazioni degli antiossidanti saggiati nel range 0.01-0.20 mM. Le relative 
percentuali di inibizione sono riportate in tabella 5. 
Come evidente dal grafico la VitE-AC mostrava una scarsa attività 
antiossidante. La Vit. E aveva invece la migliore attività inibente del radicale 
DPPH; in particolare la sua attività antiossidante risultava elevata anche a 
basse concentrazioni con una % di inibizione alla concentrazione 0.01 mM 
circa 4 volte superiore a quella dell’AA (34,10 e 9.00 per Vit. E  e AA, 
rispettivamente). Per ottenere la stessa attività inibente era necessaria infatti 
una concentrazione di AA pari al triplo (% di inibizione di 34.15 a 0.03 mM). 
Dopo avere valutato l’attività antiossidante delle sostanze usate come 
riferimento, è stata quindi saggiata quella del RSV. È stato dapprima indagato 
quale fosse il rapporto ottimale RSV:DPPH che rendeva più sensibilmente 
rilevabile la scomparsa della specie radicalica del DPPH con la tecnica 
analitica utilizzata. Come evidente dal grafico riportato in figura 25 nel quale è 
riportata la variazione di assorbanza del DPPH al variare della concentrazione 
di RSV dopo un tempo di incubazione di 10 minuti, era preferibile utilizzare 
un rapporto RSV:DPPH di 1:1. 
Successivamente è stato valutato sia quale fosse il miglior tempo di 
incubazione tra 10 e 30 minuti, sia quale fosse il miglior solvente tra etanolo e 
acqua depurata. 
Il profilo di inibizione ottenuto nelle diverse condizioni sperimentali è 
riportato in figura 26. Appare evidente che il RSV esplichi maggiormente la 
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sua attività antiossidante quando è utilizzato come solvente acqua depurata per 
un tempo di incubazione di 10 minuti. 
Il metodo messo a punto per il RSV è stato utilizzato anche per valutare 
l’attività antiossidante dell’OLE.  
In figura 27 è riportata graficamente la percentuale di inibizione dei polifenoli 
alle diverse concentrazioni saggiate in confronto alla Vit.E usata come 
riferimento. Le relative percentuali di inibizione sono riportate in tabella 6.  
Sia il RSV che l’OLE mostravano una capacità antiossidante paragonabile a 
quella della VitE alle concentrazioni 0.10 mM e 0.2 mM. A concentrazioni 
inferiori a 0.10 mM l’attività antiossidante dei polifenoli studiati era 
leggermente più bassa rispetto al riferimento e l’OLE risultava più attiva del 
RSV sia a 0.02 mM (54.80% e 39.30% per OLE e RSV, rispettivamente) che a 
0.03 mM (58.90% e 48.85% per OLE e RSV, rispettivamente). 
Per le sostanze studiate sono stati calcolati i valori di IC50, ovvero la 
concentrazione di sostanza richiesta per inibire il 50% del radicale libero 
DPPH, costruendo curve di inibizione in cui in ascisse era riportato il 
logaritmo della concentrazione. 
Come evidente dagli istogrammi riportati in Figura 28, sia l’AA che la Vit. E 
hanno confermato la loro attività antiossidante con un IC50 di 51.80 µM e 
13.00 µM, rispettivamente. Sia OLE che RSV hanno dimostrato di avere una 
buona attività inibente, con  IC50 di 18.73 µM  e 25.07 µM, rispettivamente.  
Per valutare un possibile sinergismo di azione tra OLE e RSV sono state 
preparate tre miscele a concentrazione 0.01 mM, 0.02 mM e 0.03 mM (OR-1, 
OR-2 e OR-3, rispettivamente) mantenendo 1:1 il rapporto molare tra i due 
principi attivi.  
I risultati ottenuti con questo studio, riportati in tabella 7, dimostrano che la 
miscela di RSV e OLE consente di ottenere un prodotto con discrete capacità 
antiossidanti. 
Infine, è stata valutata l’attività antiossidante dell’AV ottenuta dal processo di 
estrazione dell’olio di oliva e sottoposta a purificazione come descritto nel 
paragrafo 2.3. La percentuale di inibizione del radicale DPPH risultava 55,3 ± 
4,8. 
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Una volta dimostrata l’attività antiossidante del RSV e dell’OLE, è stato fatto 
il tentativo di incapsularli in formulazioni nanomicellari. 
Tutte le formulazioni nanomicellari preparate (FN1, 2, 3, 4, 5, 6) sono state 
caratterizzate mediante analisi dimensionale con DLS. I risultati, riassunti in 
tabella 8, hanno messo in evidenza che alcuni prodotti presentano più 
popolazioni dimensionali (Vit.E e Octoxynol-40 presentano una distribuzione 
bimodale mentre l’associazione VitETPGS/OLE una distribuzione trimodale), 
quindi in tabella sono riportate le dimensioni medie di ciascuna popolazione. 
Quando i singoli componenti vengono miscelati, si possono notare 
cambiamenti nel profilo dimensionale: l’aggiunta di OLE alla Vit ETPGS 
porta alla scomparsa del picco dimensionale caratteristico dell’attivo e la 
distribuzione dimensionale finale presenta tre picchi diversi anche da quelli 
del tensioattivo. Presumibilmente si ha una strutturazione dei monomeri del 
tensioattivo che interagiscono con OLE mascherandone la rilevazione.  
Anche quando i due tensioattivi vengono miscelati, il profilo delle dimensioni 
cambia molto: si nota un solo picco dimensionale, diverso da quelli presenti 
nei profili dei singoli prodotti, corrispondente a 10,57 ± 0,47 nm. Dimensioni 
simili, intorno a 12 nm, sono ottenute anche quando alla miscela di tensioattivi 
vengono aggiunti OLE o RSV.  
Le dimensioni sono in linea con quelle riportate da (Cholkar et al, 2014) per le 
nanomicelle formate con la stessa miscela di tensioattivi. Questa tecnica ci 
conferma la preparazione di nanomicelle adatte alla somministrazione oculare. 
La formazione delle nanomicelle è confermata anche dal fatto che i picchi 
dimensionali delle singole sostanze incapsulate scompaiono dal grafico, 
indicando che queste non sono più visibili nella soluzione, ma schermate dalla 
struttura micellare. 
Le  formulazioni nanomicellari a base di oleuropeina (FN4) e resveratrolo 
(FN5) sono stati sottoposti agli studi di rilascio in vitro. Le rispettive soluzioni 
acquose di ingrediente attivo (SOL-OLE e DISP-RSV) sono state utilizzate 
come riferimento per verificare l’influenza dell’incapsulazione sulla velocità 
di rilascio.  I risultati sono riportati in tabella 9 come  microgrammi di 
ingrediente attivo rilasciato  nel tempo per unità di superficie (µg/cm2.h), lag 
time espresso in ore, percentuale di ingrediente attivo (Q%4h), rilasciato al 
termine dell’esperimento (4 ore).  
La soluzione acquosa di oleuropeina rilascia il principio attivo ad una velocità 
di 5,93±0,07 µg/cm2. h con una quantità di OLE rilasciata dopo 4 ore di 54.21 
µg/cm2. Quando l’OLE viene veicolata in nanomicelle (FN4) la velocità di 
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rilascio si riduce alla metà (12,85 ±0,10 µg/cm2. h) con conseguente riduzione 
della quantità rilasciata al termine dell’esperimento (24,16 µg/cm2). In tutti e 
due i casi non è stato rilevato un lag time. La figura 29 mostra il profilo di 
rilascio della OLE in soluzione e in dispersione nanomicellare e dimostra un 
andamento perfettamente lineare quantità rilasciata/tempo. La strutturazione in 
micelle appare influenzare decisamente il rilascio facendo auspicare una lenta 
liberazione del principio attivo a livello oculare con un effetto prolungato. 
L’elevata idrofilia della molecola di attivo, altamente solubile in acqua, non fa 
pensare ad una incorporazione dell’OLE nel core lipofilo della micella ma 
bensì ad una interazione/complessazione con la micella strutturata.  
Nel caso del RSV, sostanza con bassa solubilità in acqua (0.003%) e di natura 
lipofila (log P= 2.56), la strutturazione in micelle porta ad un aumento della 
solubilità in acqua: alla stessa concentrazione si passa da una  dispersione 
grossolana (DISP-RSV) ad una dispersione colloidale (FN5). Inoltre la 
velocità di rilascio si riduce di più di 30 volte passando dalla dispersione 
grossolana (9,47±0,14 µg/cm2. h) alla formulazione nanomicellare (0,26±0,04 
µg/cm2. h), con una percentuale di ingrediente attivo rilasciato dopo 4 ore  di 
23,04±0.85  e 0,52±0.05, rispettivamente. Il RSV si dispone probabilmente nel 
core lipofilo della micella e con difficoltà viene liberato all’esterno nell’ 
ambiente idrofilo (Figura 30). A livello oftalmico,  può essere ipotizzando un 
lento rilascio del RSV per interazione delle micelle con i tessuti oculari. Infine 
è stata determinata l’attività antiossidante delle formulazioni nanomicellari 
eseguendo il saggio del DPPH. I risultati sono riassunti in tabella 10 come 
percentuale di inibizione dopo diluizione delle formulazioni nanomicellari 
1:20 con acqua. Le formulazioni nanomicellari FN3 e FN4 contenenti OLE e 
FN5 contenente RSV mostravano un’attività antiossidante superiore alle 
nanomicelle senza attivi (FN1, FN2), dovuta essenzialmente alla presenza 
della vitamina E TPGS. 
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Tabella4: Percentuale di inibizione del radicale DPPH (200 µM) da parte della VitE 
(15µg/ml) in tampone acetato (0,1 M) a diversi tempi di incubazione  
(media± ES, n=2) 
 
 
Tempi di incubazione 
(min) 
Inibizione (%) 
 
10 74,45±4,95 
20 57,15±1,48 
30 57,00±0,28 
60 58,70±0,85 
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Tabella 5: Percentuali di inibizione del radicale DPPH (200µM) in presenza di Vit. E, AA, Vit.E-AC. 
(media ±ES, n=2) 
 
 
 
 
 Inibizione(%) 
Conc.(mM) Vit. E AA VitE-AC 
0,01 34,10±2,69 9,00±1.41 4,70±0,28 
0,02 57,90±0,14 31,75±0,35 3,30±0,42 
0,03 76,85±1,20 34,15±0,75 2,90±0,14 
0,10 87,70±1,41 63,00±0,54 4,75±0.07 
0,20 87,15±0,77 69,30±2,83 2,75±0,49 
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Tabella 6: Percentuale di inibizione del radicale DPPH (200µM) in presenza di OLE e RSV. 
(media±ES, n=2) 
 
 
 
 
 Inibizione (%) 
Conc.(mM) OLE RSV 
0,01 25,70±0,42 27,95±2,62 
0,02 54,80±1,55 39,30±3,68 
0,03 58,90±2,62 48,85±0,91 
0,10 81,70±0,28 82,45±3,04 
0,20 79,35±1,77 86,10±3,15 
 64 
 
Tabella 7: Percentuale di inibizione del radicale DPPH (200µM) in presenza di OR 
(media±ES, n=2) 
 
 
Associazione Inibizione (%) 
OR-1 41,2±2,2 
OR-2 51,2±5,8 
OR-3 54,9±1,8 
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Tabella 8: Analisi dimensionale ottenuta mediante light scattering dinamico (DLS). 
 
 
Formulazione Diametro idrodinamico 
(nm±DS) 
FN1 26,82±1,30 
152,97±34,26 
FN2 10,57±0,47 
FN3 268,53±73,03 
71,20±14,83 
18,60±1,91 
SOL-OLE 25,60±22,5 
DISP-RSV 2843,19±518,55 
FN4  12,0,75±2,79 
FN5 12,27±0,86 
FN6 6,90±7,49 
242,20±105,50 
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Tabella 9: Parametri di rilascio relativi alle formulazioni allo studio. I dati sono riportati 
(media ± ES) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Formulazione Velocità di rilascio 
µg/cm² h 
lag time 
h 
Q % dopo 4h 
FN4 5,93 ±0,07 - 13,19 ± 0,2 
SOL-OLE 12,85 ±0,0 - 23,97 ± 0,0 
FN5 0,26 ± 0,04 0,56 ±0,12 0,52 ± 0,05 
                   DISP-RSV 9,47 ± 0,14 - 23,04 ± 0,85 
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Tabella 10: Percentuale di inibizione del radicale DPPH (200µM) da parte delle formulazioni 
nanomicellari diluite 1:20 con acqua depurata 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Formulazione (media±SD) 
FN1 33,4±1,65 
FN2 37,0±1,01 
FN3 58,8 ±3,77 
FN4 80,2±1,28 
FN5 76,1±0,53 
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Figura 21: Variazione dell’assorbanza a 525 nm del radicale DPPH (200µM), nel tempo, in 
soluzione etanolica alle temperature di 20°C e 37°C. 
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Figura 22: Curva di calibrazione del DPPH ottenuta mediante analisi spettrofotrometrica a 525 nm 
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Figura 23: Profilo di inibizione del radicale DPPH (200µM) ad opera della Vit. E in diverso 
solvente 
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Figura 24: Profilo di inibizione del radicale DPPH (200 µM) da parte di Vit. E, AA e VitE-
AC. a diverse concentrazioni. 
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Figura 25: Variazione dell’assorbanza del DPPH (200 µM) al variare del rapporto con il’RSV 
dopo un tempo di incubazione di 10 min. 
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Figura 26: Profilo di inibizione del radicale DPPH(µM) da parte del RSV al variare di 
concentrazioni, tempo di incubazione e solvente. 
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Figura 28: IC50 di OLE, RSV, Vit. E e AA. 
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Figura 29. Profili di rilascio dell’OLE dalla soluzione acquosa (SOL-OLE)e dalla 
formulazione nanomicellare (FN4), utilizzando celle di diffusione verticali. 
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Figura 30. Profili di rilascio della dispersione di RSV (DISP-RSV) e della formulazione 
nanomicellare (FN6), utilizzando celle di diffusione verticali. 
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